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1. UVOD 
 Oneĉińćenje prirodnih voda metalima u porastu je zbog tehnolońkog napretka ljudske 
zajednice, pri ĉemu industrija, rudarstvo, poljoprivreda, otpad iz domaćinstava i promet 
predstavljaju njegove najznaĉajnije izvore. Za razliku od organskih zagaĊivala, metali se ne 
mogu kemijski niti biolońki razgraditi pa tako jednom uneseni u vodotoke mogu promijeniti 
kemijski oblik te postati manje ili vińe toksiĉni, ali se iz biogeokemijskog kruņenja ne mogu 
ukloniti (Sadiq, 1992.). Neki metali u vodenim organizmima imaju vaņnu biolońku ulogu, 
sastavni su dio enzima i drugih sloņenih biomolekula, tzv. metaloproteina (Smith i sur., 
1997.), te su prozvani esencijalnim metalima (npr., Cu, Fe i Zn). Metaloproteini su ukljuĉeni 
u niz procesa, poput transporta elektrona i metala, skladińtenja kisika, hidrolize kemijskih 
veza, redoks procesa i sinteza biolońkih spojeva (Gellein i sur., 2007.). Cijeli niz drugih 
metala nema poznatih uloga u ņivim organizmima te su stoga prozvani neesencijalnim 
metalima (npr., Cd i Pb). Uslijed unosa neesencijalnih metala, koji su toksiĉni već u vrlo 
niskim koncentracijama, ili prekomjernog unosa esencijalnih metala, koji takoĊer mogu biti 
toksiĉni kada su u organizmu prisutni u povińenim koncentracijama, u vodenim organizmima 
moņe doći do poremećaja homeostaze i razvoja toksiĉnih uĉinaka (Livingstone, 1993.). 
Nakon unosa, metali se raspodjeljuju po organima i stanicama vodenih organizama te 
naposljetku i po razliĉitim unutarstaniĉnim odjeljcima, kao ńto su citosol, granule, organele i 
staniĉne membrane, a njihova toksiĉnost većinom nastaje uslijed reakcija u citosolu, odnosno 
nespecifiĉnog vezanja metala na fiziolońki vaņne molekule i njihove posljediĉne inaktivacije 
(Mason i Jenkins, 1995.). Stoga se u istraņivanjima izloņenosti metalima i njihovih toksiĉnih 
uĉinaka u vodenim ekosustavima ĉesto koriste bioindikatorski organizmi. MeĊu najĉeńće 
korińtene indikatorske organizme za praćenje posljedica oneĉińćenja slatkovodnih ekosustava 
metalima ubrajaju se ribe jer se nalaze na vrhu hranidbenog lanca, imaju potencijаl zа 
аkumulaciju metаla, prikladnu veliĉinu te dugi ņivotni vijek (Dragun i sur., 2015.). U brojnim 
europskim vodotocima ĉesto se kao bioindikatorski organizam koristi klen (Squalius cephalus 
L., 1758), dok se, na primjer, u makedonskim rijekama moņe naći srodna vrsta, vardarski klen 
(Squalius vardarensis Karaman, 1928). Obje vrste kao svejedi odraņavaju izloņenost 
metalima iz raznih izvora, kako iz vode tako i iz hrane ņivotinjskog i biljnog podrijetla. 
Najĉeńće korińteni organi za analize metala su jetra, kao najvaņnije mjesto metabolizma, 
pohranjivanja i detoksikacije metala, te ńkrge, kao mjesto unosa metala putem vode (Giguère i 
sur., 2006.; Kraemer i sur., 2005.). Dosadańnja istraņivanja izloņenosti metalima i njihovih 
uĉinaka kod klena i vardarskog klena ukljuĉuju uglavnom odreĊivanje ukupnih koncentracija  
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akumuliranih metala u organima klena (Dragun i sur., 2007; 2012; 2016; 2019) te ne daju 
informaciju o mogućem toksiĉnom uĉinku metala ili njihovoj detoksikaciji (de la Calle 
Guntińas i sur., 2002.). Stoga je potrebno podrobnije istraņiti sudbinu metala nakon njihovog 
unosa u organizam, odnosno njihovu unutarstaniĉnu raspodjelu. Biolońka funkcija, kao i 
mehanizmi toksiĉnosti i detoksikacije metala u mnogim organizmima joń uvijek nisu dovoljno 
istraņeni, dok su biomolekule koje veņu pojedine metale u ribama tek djelomiĉno prepoznate i 
opisane (Janz, 2012.; McGeer i sur., 2012.). Prepoznavanje staniĉnih komponenata s kojima 
metali stupaju u interakcije pri razliĉitim razinama izloņenosti znaĉajan je korak u 
predviĊanju njihovih potencijalnih toksiĉnih uĉinaka. U skladu s tim, razvijeno je novo 
podruĉje u istraņivanju metala, nazvano metalomika, koje je Szpunar (2005.) definirala kao 
"sveobuhvatnu analizu svih oblika metala i metaloida u stanicama ili tkivima", a koje 
obuhvaća specijaciju metala u najńirem smislu, ukljuĉujući izuĉavanje kompleksiranja 
elemenata, kao i utjecaja tog kompleksiranja na okoliń te posljediĉno i na ljudsko zdravlje. U 
podruĉju metalomike danas se koriste razliĉite instrumentalne tehnike. Jedan je od 
najprihvaćenijih pristupa primjena kombinacije tekućinske kromatografije visoke 
djelotvornosti (HPLC; za razdvajanje citosolskih biomolekula) i spektrometrije masa s 
induktivno spregnutom plazmom (ICP-MS; za odreĊivanje koncentracija metala) (Montes-
Bayñn i sur., 2003.). Brojne kromatografske tehnike razdvajanja mogu se koristiti za analizu 
raspodjele metala meĊu citosolskim biomolekulama, poput kromatografije s iskljuĉenjem po 
veliĉini (SEC-HPLC) i anionsko-izmjenjivaĉke kromatografije (AEC-HPLC), koje se 
odlikuju visokom osjetljivońću i selektivnońću (Montes-Bayñn i sur., 2003.; Szpunar, 2005.). 
Kombinirana primjena razliĉitih kromatografskih tehnika i ICP-MS-a predstavlja vrijedan alat 
za razluĉivanje citosolske raspodjele metala meĊu proteinima i drugim molekulama razliĉitih 
molekulskih veliĉina i naboja. Konaĉno prepoznavanje i karakterizacija biomolekula koje 
veņu metale, zahtjevan je korak u kojemu se primjenjuju razne tehnike spektrometrije masa 
(MS) za identifikaciju struktura molekula na koje su vezani metali, poput tekućinske 
kromatografije - tandemne spektrometrije mase (LC-MS/MS) te spektrometrije masa s 
analizatorom masa s vremenom leta (TOF) uz matricom potpomognutu desorpciju i ionizaciju 
laserskim zraĉenjem (MALDI) (Salekdeh i sur., 2002.). Ovakav vińestruki analitiĉki pristup 
povezuje detektore za elemente i molekularne detektore, sa svrhom olakńane identifikacije 
metaloproteina ĉak i u vrlo niskim koncentracijama (Gñmez-Ariza i sur., 2004.). Promjene u 
raspodjeli metala meĊu citosolskim biomolekulama, kao i prepoznavanje i karakterizacija 
biomolekula koje veņu metale nakon izloņenosti organizama povińenim koncentracijama 
metala u vodi, predstavljaju osnovu za razvoj novih biomarkera izloņenosti i toksiĉnih 
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uĉinaka metala, koji će se s vremenom moći ugraditi u sustave praćenja stanja prirodnih voda. 
1.1.  Ciljevi i svrha rada 
 Biolońka funkcija i mehanizmi toksiĉnosti u razliĉitim organizmima, a posebice u 
ribama, za mnoge metale joń nisu dovoljno istraņeni te je vaņno odrediti toĉan identitet 
citosolskih biomolekula na koje se ti metali veņu. U skladu s time, osnovni cilj ovoga 
istraņivanja bio je produbljivanje razumijevanja unutarstaniĉne sudbine metala nakon 
njihovog unosa u jetra i ńkrge dvaju odabranih bioindikatorskih organizama, dviju srodnih 
ribljih vrsta, klena (S. cephalus) i vardarskog klena (S. vardarensis), pri razliĉitim razinama 
izloņenosti tih organizama metalima u umjereno i izrazito metalima oneĉińćenim rijekama u 
Hrvatskoj i Sjevernoj Makedoniji. Istraņivanje je bilo usmjereno na devet elemenata, sedam 
esencijalnih (Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Se i Zn) i dva neesencijalna (Cd i Pb). 
 Cilj istraņivanja ostvaren je kroz sljedeće aktivnosti: 
 odreĊivanje citosolskih koncentracija odabranih elemenata akumuliranih u jetrima i 
ńkrgama klena (S. cephalus) iz rijeke Sutle te vardarskog klena (S. vardarensis) iz triju 
rijeka sjeveroistoĉne Sjeverne Makedonije sa svrhom prepoznavanja jedinki s povećanom 
bioakumulacijom uslijed povećane izloņenosti metalima u vodi; 
 definiranje raspodjela odabranih elemenata meĊu citosolskim biomolekulama razliĉitih 
molekulskih masa u jetrima i ńkrgama klena (S. cephalus) i vardarskog klena (S. 
vardarensis) pri niskim izloņenostima te definiranje promjena u raspodjelama koje nastaju 
uslijed povińene izloņenosti metalima u rijeĉnoj vodi primjenom SEC-HPLC-a i ICP-MS 
visoke rezolucije (HR); 
 definiranje raspodjela odabranih elemenata meĊu toplinski stabilnim biomolekulama u 
jetrima i u ńkrgama vardarskog klena (S. vardarensis) primjenom SEC-HPLC-a i HR ICP-
MS; 
 primjenu AEC-HPLC-a kao drugog stupnja razdvajanja citosolskih biomolekula na koje 
se veņu metali na temelju razlika u naboju, sa svrhom dodatnog proĉińćavanja 
metaloproteina i razdvajanja njihovih izoformi iz jetara i ńkrga vardarskog klena (S. 
vardarensis); 
 karakterizaciju i identifikaciju nekoliko odabranih citosolskih biomolekula koje veņu Fe, 
Cd, Cu, Zn i Mo u jetrima i ńkrgama vardarskog klena (S. vardarensis) primjenom dviju 
tehnika spektrometrije masa (MALDI-TOF-MS i LC-MS/MS). 
 
 Uvod  
 
5  
1.2. Hipoteze istraţivanja 
 ProvoĊenjem istraņivanja testirali smo sljedeće hipoteze: 
 raspodjela esencijalnih (Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Se i Zn) i neesencijalnih elemenata (Cd i Pb) 
meĊu citosolskim biomolekulama u jetrima i ńkrgama klena (S. cephalus) i vardarskog 
klena (S. vardarensis) mijenja se uslijed promjene razine izloņenosti metalima/nemetalu u 
vodi; 
 raspodjela esencijalnih elemenata (Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Se i Zn) i neesencijalnog 
elementa Cd meĊu citosolskim biomolekulama razliĉita je u razliĉitim organima (jetrima i 
ńkrgama) obiju istraņivanih vrsta, klena i vardarskog klena; 
 raspodjela istraņivanih elemenata meĊu citosolskim biomolekulama usporediva je u 
dvjema srodnim vrstama riba, klenu (S. cephalus) i vardarskom klenu (S. vardarensis), 
koje se stoga mogu usporedno koristiti u monitoringu. 
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2. LITERATURNI PREGLED 
2.1. Metali u slatkovodnim sustavima 
 U ńarolikom rasponu oneĉińćivaĉa metali imaju vaņnu ulogu jer mogu uzrokovati 
toksiĉne uĉinke u vodenim organizmima (Maritim i sur., 2016.; Tessier i Turner, 1995.), iako 
brojni metali imaju i bitnu ulogu u funkcioniranju svih ņivih organizama te se prirodno nalaze 
u svim sastavnicama okolińa (Cukrov i sur., 2006.). Koncentracija metala u vodenom okolińu 
regulirana je procesima poput kemijskog i mehaniĉkog trońenja stijena i tla pod utjecajem 
vanjskih sila te njihovog ispiranja oborinskim vodama ili raznońenja vjetrom. Nadalje, 
prirodne koncentracije metala u velikoj mjeri ovise i o podruĉju u kojem se nalaze, odnosno o 
sastavu stijena i tla (Cukrov i sur., 2006.). Osim prirodnim putem, metali u vodu dospijevaju i 
iz brojnih antropogenih izvora, koji su u porastu zbog tehnolońkog napretka ljudske zajednice, 
pri ĉemu razvoj industrije (proizvodnja plastiĉnih i elektriĉnih elemenata), rudarstvo, promet, 
napredna poljoprivreda (putem gnojiva) i gradske otpadne vode imaju najznaĉajniju ulogu u 
oneĉińćenju vodenih ekosustava metalima (Slika 1.) (Gaillardet i sur., 2004.). 
 
 
Slika 1. Izvori oneĉińćenja vodenog ekosustava metalima (preuzeto i prilagoĊeno prema 
Gaillardet i sur., 2004.). 
 
 Budući da su prirodne koncentracije većine metala u rijekama niske, od nekoliko 
nanograma do nekoliko mikrograma po litri, zbog ĉega su nazvani metalima u tragovima, 
Literaturni pregled      
8 
 
 
svaki dodatni unos utjeĉe na njihove koncentracije i time mijenja prirodnu ravnoteņu u 
vodenim ekosustavima (Gaillardet i sur., 2004.). Kada antropogeni unos nadmańi prirodni, 
dolazi do poremećaja prirodnog biogeokemijskog ciklusa metala, ńto za posljedicu moņe imati 
povećanu akumulaciju metala u vodenim organizmima te eventualno i prekomjerni unos u 
ljudski organizam (Flora i sur., 2008.; Mikac i sur., 2007.). U vodenim ekosustavima, metali 
se javljaju u raznovrsnim organskim i anorganskim oblicima, od hidratiziranih iona do velikih 
organskih kompleksa (Slika 2.), a njihova specijacija u vodi odreĊuje njihovu 
bioraspoloņivost, ńto predstavlja glavni ĉimbenik o kojemu ovisi utjecaj toksiĉnih metala na 
organizme. Naime, vrste metala u tragovima u vodi su raspodijeljene izmeĊu razliĉitih 
fiziĉkih i kemijskih oblika, npr. jednostavnih anorganskih i organskih spojeva, labilnih i 
inertnih kompleksa, kao i onih adsorbiranih na ĉvrstim i koloidnim ĉesticama (Branica, 
1999.).  
 Najjednostavnija kategorizacija metala u vodi zasniva se na podjeli na otopljenu i 
partikularnu fazu nakon filtriranja uzoraka vode kroz filter promjera pora 0,45 μm. Frakcija 
koja proĊe kroz filter definirana je kao otopljena, dok je frakcija prikupljena na filteru 
definirana kao partikularna. Unatoĉ tome, kroz filter promjera pora 0,45 µm mogu proći i 
koloidni oblici metala koji obuhvaćaju ĉestice ĉija se veliĉina nalazi u rasponu 1 nm do 450 
nm te mogu biti organski i anorganski (Gaillardet i sur., 2004.). 
 Nakon ńto metali dospiju u okoliń, mogu mijenjati kemijski oblik te tako postati vińe 
ili manje bioraspoloņivi, a time i toksiĉniji za ņivi svijet u vodi. Na kemijski oblik u kojem se 
nalazi pojedini metal, odnosno na specijaciju metala u prirodnom okolińu utjeĉe niz 
ĉimbenika, poput saliniteta, pH, temperature, prisustva organske tvari i otopljenog kisika 
(Mason, 2013.). Primjerice, pri niņim pH vrijednostima (kiseliji okoliń), vińe metala je 
prisutno u obliku hidratiziranog metalnog iona koji je pristupaĉniji i toksiĉniji za biotu 
(Campbell i Stokes, 1985.). TakoĊer, na primjeru kalifornijske pastrve (Oncorhynchus 
mykiss) dokazano je kako je toksiĉnost pojedinih metala (Cu, Zn, Pb i Hg) slabija u tvrdoj 
vodi, jer Ca ima veći afinitet za vezanje na membranu ńkrga riba, u odnosu na ostale katione u 
vodi, ńto smanjuje njihovu apsorpciju kroz ńkrge i posljediĉno akumulaciju u tkivima riba 
(Mason, 2002.). Utjecaj okolińnih ĉimbenika na metale u vodi, kao i ĉinjenica da je voda 
dinamiĉni medij (posebno u rijekama), ukazuje kako za procjenu utjecaja metala na biotu nije 
dovoljno odrediti samo ukupnu koncentraciju nekog metala u vodi. Ta koncentracija zapravo 
odraņava trenutnu vrijednost u trenutku uzorkovanja i ne daje informaciju o biolońki 
raspoloņivoj koncentraciji toga metala, kao i o njegovim potencijalnim toksiĉnim uĉincima 
(Florence i Batley, 1977.). 
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Slika 2. Shematski prikaz sastavnica vode, prema njihovoj veliĉini, na temelju korińtenja 
filtera promjera pora 0,45 µm (preuzeto i prilagoĊeno iz Aiken i sur., 2011.). 
 
 Radi pouzdane procjene oneĉińćenja vodenih sustava metalima i njegovog utjecaja na 
ņive organizme u vodi te posljediĉno i na ljude putem prehrane, potrebno je istraņiti 
posljedice dugoroĉne izloņenosti biote metalima, izuĉavanjem bioakumulacije i toksiĉnih 
uĉinaka metala na vodene organizme. Kao primjer slatkovodnih sustava umjereno i izrazito 
oneĉińćenih metalima bit će prikazane rijeka Sutla u Hrvatskoj te tri rijeke sjeveroistoĉne 
Sjeverne Makedonije, Bregalnica, Kriva Reka i Zletovska Reka. 
2.1.1. Rijeka Sutla u Hrvatskoj 
 Rijeka Sutla izvire u Sloveniji na juņnim obroncima Maceljske gore te je graniĉna 
rijeka izmeĊu Hrvatske i Slovenije (Slika 3.), ukupne duņine oko 91 km, od toga u Hrvatskoj 
89 km. Prema Okvirnoj direktivi o vodama Europske unije, rijeka Sutla svojom povrńinom 
porjeĉja od 581 km2 pripada kategoriji srednje velikih rijeka (EPCEU, 2000.; Dragun i sur., 
2011.). U rijeku Savu, jednu od triju najduņih rijeka na teritoriju Republike Hrvatske, utjeĉe 
kao lijeva pritoka kod Savskog Marofa. Nadalje, rijeka Sutla nalazi se u podruĉju Hrvatskog 
zagorja, koje je bogato termalnim izvorima i kupeljima (Teskeredņić i sur., 2009.). 
Literaturni pregled      
10 
 
 
 
 
Slika 3. Karta rijeke Sutle s oznaĉenim mjestima uzorkovanja (Hum na Sutli, Donje Brezno, 
Kumrovec, Klanjec te Drenje Brdoveĉko) (preuzeto iz Dragun i sur., 2011.). 
 
 Rijeka Sutla smatra se umjereno oneĉińćenom metalima, a poznati izvori oneĉińćenja 
odnose se na male industrijske objekte, poput tvornice stakla, te na komunalne otpadne vode, 
poljoprivredne aktivnosti i ispuńtanje otpadnih voda iz termalnih kupalińta (Dragun i sur., 
2011.). Zbog smanjene mogućnosti razrjeĊenja unesenih toksiĉnih tvari uslijed niskog 
protoka vode (tijekom 2009. godine: 0,73-68,8 m
3
s
-1
; Dragun i sur., 2011.), mali vodotoci 
poput rijeke Sutle posebno su osjetljivi na oneĉińćenje. Istraņivanje provedeno na rijeci Sutli u 
jesen 2009. godine (Dragun i sur., 2011.) pokazalo je kako su unatoĉ umjerenom 
antropogenom utjecaju koncentracije nekoliko otopljenih metala (Fe, Mn i Cd) na pojedinim 
postajama u ovoj rijeci bile uoĉljivo povińene, ńto je vidljivo iz ńirokog raspona njihovih 
koncentracija (Fe: 3,1-80,5 μg L-1; Mn: 0,44-261,1 μg L-1; Cd: 6-308 ng L-1). Nasuprot tome, 
koncentracije otopljenog Zn i Cu bile su niske duņ cijelog rijeĉnog toka (Zn: <5 μg L-1; Cu: 
0,17-3,74 μg L-1). Najvińe su koncentracije metala zabiljeņene u rijeĉnoj vodi gornjeg toka 
rijeke Sutle, uglavnom na postajama Hum na Sutli (utjecaj industrije stakla) i Donje Brezno 
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(mogući utjecaj otpadnih voda termalnih kupalińta) (Dragun i sur., 2011.). Iako koncentracije 
metala izmjerene u rijeci Sutli joń uvijek nisu premańile ograniĉenja koja se smatraju 
opasnima za ņivot u vodi ili u konaĉnici za ljudsko zdravlje, uoĉena su znaĉajna povećanja te 
se zabiljeņene koncentracije metala u vodi ove rijeke treba smatrati upozorenjem i poticajem 
za zańtitu malih i srednjih rijeka s ciljem sprjeĉavanja budućeg pogorńanja, prema 
preporukama Okvirne direktive o vodama (ODV; EPCEU, 2008.) 
2.1.2. Rijeke sjeveroistoĉnog dijela Sjeverne Makedonije 
 Otpadne vode rudnika ubrajaju se, uz difuzno oneĉińćenje izazvano poljoprivrednim 
aktivnostima, u najopasnije izvore oneĉińćenja koji mogu dovesti do degradacije slatkovodnih 
ekosustava ńirom svijeta (Byrne i sur., 2012.; Cerqueira i sur., 2011.; Environmental Agency, 
2006.; Silva i sur. 2011. a, b, c). Uzrok toksiĉnosti otpadnih voda rudnika nalazi se u njihovoj 
izrazitoj kiselosti i visokim koncentracijama metala. U kiselim vodama metali su većinom 
prisutni u ionskom obliku, koji je biolońki raspoloņiviji te se lako akumulira u ribama i 
drugim vodenim organizmima, ńto znaĉajno ugroņava njihovo zdravlje i vodi ka smanjenju 
bioraznolikosti (Jordanova i sur., 2016.; Stuhlberger, 2010.; Wojtkowska, 2013.).  
 Geolońka i tektonska obiljeņja makedonskog teritorija bila su preduvjet za stvaranje 
raznovrsnih, brojnih i ĉesto veoma velikih leņińta metala, nemetala i energetskih mineralnih 
resursa (Spasovski i sur., 2011.). Posljednjih godina Sjeverna Makedonija je zauzela znaĉajno 
mjesto u regiji u iskorińtavanju ruda olova i cinka. Od brojnih nalazińta olovnih i cinkovih 
ruda posebno treba istaknuti najvaņnija podruĉja bogata tim mineralnim sirovinama, a to su 
podruĉje Sasa - Toranica, te Kratovo i Zletovo. Ondje se nalaze tri velika rudnika olova i 
cinka: Zletovo, Sasa i Toranica. Ti rudnici predstavljaju sirovinsku bazu olova i cinka i 
pratećih nusproizvoda (srebra, bizmuta, kadmija, sumporne kiseline, superfosfata, itd.) 
(Spasovski i sur., 2011.). Zbog brojnih aktivnih rudnika, otpadne vode rudnika u Makedoniji 
joń uvijek predstavljaju vrlo ozbiljan ekolońki problem, uzimajući u obzir da su koncentracije 
Pb i Zn u rudama i leņińtima i do tisuću puta vińe u odnosu na ostala podruĉja (Alderton i sur., 
2005.; Midņić i Silajdņić, 2005.). Ramani i sur. (2014.) procijenili su utjecaj dvaju trenutno 
aktivnih rudnika Pb i Zn (Zletovo i Toranica) na kakvoću vode dviju rijeka u sjeveroistoĉnom 
dijelu Sjeverne Makedonije (Slika 4.), vezano uz oneĉińćenje metalima i promjene fizikalno-
kemijskih karakteristika rijeĉne vode. 
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Slika 4. Karta podruĉja istraņivanja s oznaĉenim mjestima uzorkovanja u sjeveroistoĉnoj 
Sjeverne Makedoniji (Bregalnica, Zletovska Reka i Kriva Reka) (Ramani i sur., 2014.). 
 
2.1.2.1. Rijeka Bregalnica  
 Rijeka Bregalnica druga je po veliĉini makedonska rijeka te je najduņa lijeva pritoka 
rijeke Vardar, najveće rijeke u Republici Sjevernoj Makedoniji. Ukupna duņina rijeke je 225 
km, а povrńina njenog sliva iznosi 4307 km². Rijeka Bregalnica je manje oneĉińćena metalima 
od ostalih rijeka sjeveroistoĉne Sjeverne Makedonije jer nije pod izravnim utjecajem rudnika. 
Oneĉińćenje ove rijeke karakteristiĉno je za podruĉja intenzivne poljoprivredne aktivnosti, a 
javlja se zbog ispiranja tla riņinih polja (Andreevska i sur., 2013.) te se odnosi na pojavu 
povińenih koncentracija nekoliko metala/metaloida (na primjer, As, Ba, Fe, Mo, U i V), 
nitrata i fosfata, kao i pojavu izrazitog fekalnog oneĉińćenja vode uslijed utjecaja 
poljoprivrednih farmi grada Ńtipa (Ramani i sur., 2014.). U ovoj rijeci naĊene su i povińene 
koncentracije herbicida koji se koriste u uzgoju riņe (Stipaniĉev i sur., 2017.). 
2.1.2.2. Zletovska Reka 
 Ukupna duņina Zletovske Reke je 56 km, а povrńina njenog sliva iznosi 460 km². U 
gornjem dijelu toka ova rijeka protjeĉe kroz strmu klisuru koju je sama izdubila u stijenama te 
zbog toga na pojedinim mjestima ima pad od 42%, puno brzaca i dva vodopada. Jedna je od 
najzagaĊenijih pritoka rijeke Bregalnice (Dolenec i sur., 2005.), a zagaĊenje preteņno potjeĉe 
od rudnika Pb i Zn, Zletovo. Rudnik je aktivno radio od 1940.-ih, a njegova proizvodnja i 
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dalje traje, iako je bilo nekoliko kratkotrajnih prekida. Rude iz rudnika Zletovo, koje 
sadrņavaju vińe od 9% Pb i 2% Zn te znaĉajnu koliĉinu Ag, Bi, Cd i Cu (Alderton i sur., 
2005.), obraĊuju se u malom gradiću Probińtipu dok se otpad iz rudnika odlaņe u susjednim 
dolinama. Pritoke Zletovske Reke, Kiselica i Koritnica, ispiru glavno podruĉje iskopa ruda 
kod Probińtipa, (Alderton i sur., 2005.) te tako metali dospijevaju i u druge rijeke. Osim toga, 
otpadne vode iz rudnika Zletovo, oneĉińćene metalima, ispuńtaju se iz koncentracijskog 
postrojenja u rijeku Kiselicu, pritoku Zletovske Reke, bez prethodne obrade ili neutralizacije. 
Zbog toga u Kiselici nema mnogo ņivota, odnosno prisutne su samo one vrste vodenih 
organizama  koje su otpornije na oneĉińćenje te su u njima naĊene visoke razine metala 
(Midņiĉić i Silajdņić, 2005.). U Zletovskoj Reci, nizvodno od rudnika Zletovo, naĊene su 
iznimno visoke koncetracije Cd, Co, Cs, Cu, Li, Mn, Ni, Rb, Sn, Sr, Tl i Zn te sulfata i 
klorida. Osobito visoke koncentracije pojedinih metala bile su izmjerene u jesen 2012. 
godine, u vrijeme izrazito niskog vodostaja (npr., Cd 2,0 µg L-1; Mn 2,5 mg L-1; Zn 1,5 mg L-
1), ńto je jasan pokazatelj utjecaja rudnika na kakvoću rijeĉne vode (Ramani i sur., 2014.). 
Pored oneĉińćenja rudarskim otpadom (Dragun i sur., 2019.; Ramani i sur., 2014.), Zletovska 
Reka je i pod utjecajem otpadnih voda grada Probińtipa, ukljuĉujući i otpadne vode tvornice 
akumulatora (Spasovski i Dambov, 2009.). 
2.1.2.3. Kriva Reka 
 Kriva Reka je najveća pritoka rijeke Pĉinje, koja je lijevi pritok rijeke Vardar i 
najznaĉajnija rijeka u sjeveroistoĉnom dijelu Sjeverne Makedonije. Duņina ove rijeke je 78,7 
km, dok povrńina sliva iznosi 968 km2 (Ramani i sur., 2014.). Oneĉińćenje Krive Reke 
metalima potjeĉe preteņno od otpada iz aktivnog rudnika Pb i Zn, Toranica. Proizvodnja Pb i 
Zn iz rudnika Toranica traje od 1987. godine, s nekoliko jednogodińnjih prekida nakon 2000. 
godine (Alderton i sur., 2005.). Rude iz rudnika Toranica sadrņavaju oko 6,5% Pb+Zn s 
dodatno povińenim koncentracijama Cd, Cu, Mn, Ag i Bi (Serafimovski i sur., 2007.). Prema 
Ramani i sur. (2014.) u Krivoj Reci su zabiljeņene povińene koncentracije samo za Cd (0,270 
µg L-1) i Pb (1,85 µgL-1) u proljeće 2012. godine te je, sliĉno kao u Bregalnici, zamijećeno i 
izrazito fekalno oneĉińćenje, kao i povińene koncentracije amonijevih i fosfatnih iona, 
vjerojatno uslijed utjecaja otpada okolnih vrtova i obradivih povrńina. 
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2.2. Metali u vodenim organizmima  
 Unos metala u vodene organizme iz okolińne vode moņe se odvijati putem cijele 
vanjske povrńine organizma, putem respiratornih organa (ńkrge), putem probavnog epitela iz 
vode i hrane ili kombinacijom tih puteva (Brown i Depledge, 1998.). Nakon ulaska u 
izvanstaniĉne tjelesne tekućine, unos metala u stanicu se vrńi preko staniĉnih membrana 
procesima jednostavne difuzije, olakńane difuzije, aktivnog transporta i pinocitoze (Simkiss, 
1998.), pri ĉemu je za unos u stanice najraspoloņiviji hidratizirani ionski oblik metala. Ribe 
izluĉuju ńtetne tvari iz organizma putem ņuĉi, bubrega, ńkrga i koņe (Heath, 1995). 
Akumulirana koliĉina metala u stanicama odraņava razliku izmeĊu unosa i izluĉivanja metala 
(Rainbow, 2018.). 
 S obzirom na svoju funkciju u ņivim organizmima metali se mogu podijeliti na 
esencijalne i neesencijalne. Metali koji predstavljaju vaņnu komponentu u metaboliĉkim 
procesima ņivih organizama, a dio su enzima ili vitamina, ubrajaju se u esencijalne ili biolońki 
neophodne metale. To su, na primjer, makroelementi poput Ca, K, Mg i Na te mikroelemeti 
poput Zn, Cu, Co, Se i Fe, koji su ljudima i ņivotinjama potrebni u malim koliĉinama, ali 
prekomjernim unosom i oni postaju toksiĉni (Verma i Dwiwedi, 2013.). One metale i 
metaloide za koje do sada nije otkrivena uloga u metaboliĉkim procesima ņivih organizama 
nazivamo neesencijalnima, a to su, na primjer, Pb, As, Hg, Ni i Cd koji su toksiĉni već u vrlo 
malim koliĉinama (Verma i Dwiwedi, 2013.). MeĊutim, za veći broj mikroelemenata 
ustanovljeno je da na organizam mogu djelovati kako u toksiĉnom tako i u stimulativnom 
smislu, ovisno o unesenoj koncentracijskoj razini (Luckey i sur., 1975.). Stoga ońtro 
razgraniĉavanje metala/metaloida na apsolutno toksiĉne ili netoksiĉne nije u potpunosti 
prihvatljivo s obzirom na raznolikost fiziolońko-biokemijskih mehanizama svojstvenih 
organizmima razliĉitih dobi i vrsta. Reakcija organizma na metale koja ovisi o promjeni 
njihovih koncentracija moņe se opisati krivuljom koja prikazuje meĊuovisnost koncentracije i 
uĉinka, gdje se za svaki metal/metaloid moņe definirati podruĉje tolerancije, s graniĉnim 
donjim i gornjim koncentracijama, koje ĉini prijelaz izmeĊu stanja deficijencije i 
intoksikacije. To podruĉje tolerancije za svaki pojedini metal ovisi o djelotvornosti 
regulacijskih mehanizama u organizmu, koji se znatno razlikuju meĊu organizmima na 
razliĉitom stupnju razvoja (Engel i Fowler, 1979.) 
 U vodenim organizmima metali mogu izazvati ńiroki spektar uĉinaka koji se mogu 
pojaviti na raznim biolońkim razinama: na razini stanice, organa, organizma, populacije, 
zajednice ili kombinacijama tih kategorija (Phillips i Rainbow, 1993.). Uĉinci na razini 
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organizma obiĉno se dijele na morfolońke (deformacije ljuńtura, skeleta, ńkrga, itd.), 
bihevioralne (motoriĉke promjene, promjene hranjenja) i fiziolońke. Fiziolońki uĉinci 
obuhvaćaju promjene na razini cijelog organizma, na razini tkiva i organa, ali i staniĉne 
promjene (biokemijske i citokemijske). Svaki toksiĉni uĉinak zapoĉinje biokemijskim 
procesima na razini stanice koji potom mogu dovesti do promjena na cijelom organizmu. 
Uĉinci metala na staniĉnoj razini su mnogobrojni, a neki od njih su: inhibiranje ili promjene 
funkcija proteina, oksidativni stres, inhibicija mitohondrijske aktivnosti, poremećaj 
propusnosti membrana (Phillips i Rainbow, 1993.; Dragun i sur., 2017.). Iako brojni metali u 
organizmima imaju vaņne biolońke uloge, kao sastavni dio enzima ili drugih sloņenih 
molekula, takozvanih metaloproteina (Smith i sur., 1997.), oni svojim vezanjem na razliĉite 
proteine  mogu uzrokovati njihovu inhibiciju ili im promijeniti funkciju (Viarengo, 1985.). To 
se moņe dogoditi zamjenom esencijalnog metala vezanog na protein ili vezanjem na 
deaktivacijsko mjesto enzima. Ńtetni uĉinak metala moņe se oĉitovati i kroz oksidativni stres, 
odnosno stvaranjem reaktivnih oblika kisika. Reaktivnih oblici kisika obuhvaćaju radikale 
kisika (superoksidni, hidroksilni, peroksidni) i reaktivne neradikalne derivate kisika (vodikov 
peroksid, hipokloritna kiselina) te mogu izazvati inaktivaciju enzima, lipidnu peroksidaciju, 
ońtećenja DNA, kao i povećati rizik od razvoja raka (Viarengo, 1985.). Nadalje, mitohondriji, 
organele odgovorne za aerobnu sintezu ATP-a, akumuliraju velike koliĉine metala, izmeĊu 
ostalog Hg, Cd, Zn i Fe. Inhibicija mitohondrijske aktivnosti i oksidativne fosforilacije 
ubrajaju se u moguće ńtetne uĉinke metala (Viarengo, 1985.). Poremećaj propusnosti 
membrana moņe se oĉitovati kroz poremećaj aktivnog i pasivnog transporta. Ņiva i Cd se 
primjerice mogu vezati na fosfatnu skupinu lipidnog sloja membrane i tako poremetiti pasivni 
transport iona. Aktivni transport se moņe naruńiti izravno inhibicijom enzima Na/K ovisne 
ATP-aze, ili posredno, smanjenjem raspoloņivosti ATP-a (Bouquegnau i Gilles; 1979; 
Viarengo, 1985.).  
 U organizmu, meĊutim, postoje razliĉiti homeostatski mehanizmi za odrņavanje 
koncentracija metala u uskim rasponima, kao i detoksikacijski mehanizmi, koji sprjeĉavaju, 
umanjuju ili ponińtavaju ńtetne interakcije metala s esencijalnim makromolekulama (Mason i 
Jenkins, 1995.), poput stvaranja netopljivih granula metala, odjeljivanja metala unutar 
lizosoma te vezanja metala za specifiĉne biomolekule, pa do toksiĉnog uĉinka dolazi samo 
ukoliko je naruńena ravnoteņa (Viarengo i Nott, 1993.). 
 Uz sve navedeno, toksiĉni utjecaj metala na organizam ovisi i o stanju organizma, 
odnosno o stupnju razvoja, starosti, veliĉini, spolu, prebivalińtu i prehrani (Livingstone, 
1993.), kao i o nizu vanjskih ĉimbenika, odnosno o uvjetima okolińa poput temperature, 
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saliniteta, pH vrijednosti, intenziteta svjetlosti, otopljenog kisika, itd. (Hamelink i sur., 1994.). 
Prisustvo drugih toksiĉnih tvari takoĊer moņe utjecati na djelovanje metala na organizme, 
izazivajući sinergistiĉki ili antagonistiĉki uĉinak. 
2.3. Bioindikatori 
 U procjeni oneĉińćenja pojedinih ekosustava metalima koriste se prikladni 
bioindikatorski organizmi. Bioindikatori su organizmi koji svojom prisutnońću ili specifiĉnom 
reakcijom na odreĊene ĉimbenike u okolińu mogu odraņavati stanje okolińa. Bioindikatorske 
vrste, osim ekolońkog stanja nekog vodenog sustava, mogu biti i dobar pokazatelj 
antropogenog utjecaja na taj ekosustav. Osnovne karakteristike indikatorskih organizama su 
ńiroka rasprostranjenost i zastupljenost vrste, ograniĉeno podruĉje kretanja, dovoljno dug 
ņivotni vijek, dovoljna veliĉina za provoĊenje analiza te relativno jednostavna determinacija i 
dostupnost mjesta uzorkovanja (de Andrade i sur., 2004.). Kao bioindikatorski organizmi za 
praćenje izloņenosti slatkovodnih ekosustava metalima najĉeńće se koriste ribe, ńkoljkańi i 
raci (Dragun i sur., 2015). Prednost riba kao bioindikatora u tome je ńto se nalaze na vrhu 
prehrambenog lanca u slatkovodnim ekosustavima, imaju potencijаl zа аkumulirаnje metаla, 
dug ņivotni vijek i optimаlnu veliĉinu zа provoĊenje аnаliza, lаko se uzorkuju te imaju veliku 
ekonomsku vaņnost (Dragun i sur., 2013.a i b). Budući da pripadaju kraljeņnjacima, pogodne 
su za izuĉavanje i zbog fiziolońke sliĉnosti sa sisavcima, a k tome su i vaņan dio ljudske 
prehrane pa razina bioakumulacije metala iznad pravilnikom definiranih vrijednosti moņe 
predstavljati opasnost za ljudsko zdravlje (Baldwin i Kramer, 1994.). Zbog svih navedenih 
karakteristika ribe se smatraju jednim od najznaĉajnijih bioindikatora u slatkim vodama za 
procjenu oneĉińćenja metalima u tragovima (Evans i sur., 1993.; Barak i Mason, 1990.; 
Rashed, 2001.). MeĊutim, znaĉajan problem kod upotrebe riba kao indikatorskih organizama 
ponekad moņe predstavljati njihova mobilnost, uslijed ĉega je teńko precizno definirati mjesto 
i izvor oneĉińćenja, kao i vrijeme i trajanje izloņenosti (Chovanec i sur., 2003.).  
 Riblja vrsta koja se ĉesto primjenjuje kao bioindikatorski organizam u europskim 
vodotocima je klen (Squalius cephalus L., 1758). Klen ima izvrsnu sposobnost prilagodbe 
tako da nastanjuje i tekućice i jezera te se ubraja u skupinu predatorskih riba (Habeković i 
sur., 1993.). Dok se u rijekama u Hrvatskoj moņe naći vrsta S. cephalus, u makedonskim 
rijekama obitava srodna vrsta istoga roda, odnosno vardarski klen (Squalius vardarensis 
Karaman, 1928). 
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2.3.1. Klen (Squalius cephalus L., 1758) 
 Klen (Squalius cephalus L., 1758) (Slika 5.), pripadnik porodice ńaranki (Cyprinidae), 
slatkovodna je omnivorna riblja vrsta ńiroko rasprostranjena u Europi s izrazitom otpornońću 
na kemijsko i fizikalno zagaĊenje (Gandolfi i sur., 1991.; Maitland i Campbell, 1992.; 
Vostradovsky, 1973.). 
 Znanstvena klasifikacija: 
Carstvo: Animalia 
Koljeno: Chordata 
Razred: Actinopterygii 
Red:  Cypriniformes 
Porodica: Cyprinidae 
Rod:  Squalius 
Vrsta:  Squalius cephalus Linnaeus, 1758 
 
 
Slika 5. Prikaz klena Squalius cephalus Linnaeus, 1758. 
Autor fotografije: dr. sc. Damir Valić. 
 
Naseljava mnoge stajaćice i tekućice nizinskog, prijelaznog i djelomiĉno visinskog 
karaktera koje pripadaju slivu Sjevernog, Baltiĉkog, Crnog i Azovskog mora u Europi i dijelu 
Azije (Habeković, 1982.). Ima vretenasto snaņno tijelo, prilagoĊeno plivanju i u pojaĉanim 
vodenim strujama (Habeković i sur., 1993.). Moņe narasti i do 80 cm duņine i 4 kg mase. 
Spolno sazrijeva u dobi od 4 do 5 godina pri duņini od 20 cm, a mrijesti se vińekratno od 
travnja do lipnja kada temperatura vode dostigne 15°C, u plitkim zonama bogatim kisikom i 
ĉistog dna (Habeković, 1982.; Habeković i sur., 1993.). Unatoĉ velikoj sposobnosti 
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prilagoĊavanja, najĉeńće se zadrņava ispod brana i drugih zapreka, gdje se hrani. S obzirom 
na sve navedeno, kao i na ńiroku rasprostranjenost i relativno dug ņivotni vijek, klen 
predstavlja pogodan bioindikatorski organizam za praćenje kakvoće slatkih voda (Kurtović i 
sur., 2007.; 2008.). 
 
2.3.2. Vardarski klen (Squalius vardarensis Karaman, 1928) 
 U makedonskim rijekama moņe se naći druga vrsta iz roda Squalius, odnosno 
vardarski klen (Squalius vardarensis Karaman, 1928) (Slika 6.). Vardarski klen nastanjuje 
rijeke i potoke umjerenih tokova na podruĉju Sjeverne Makedonije i Grĉke, a moņe narasti i 
do 60 cm ukupne duņine te se mrijesti od svibnja do lipnja u rijekama i potocima s ĉistom 
vodom (Kottelat i Freyhof, 2007.). Budući da je vrhunski grabeņljivac, vardarski klen 
predstavlja izvrstan izbor za praćenje utjecaja kemijskih agenasa i metala na slatkovodnu 
biotu (Jordanova i sur., 2016.). 
 Znanstvena klasifikacija: 
Carstvo: Animalia 
Koljeno: Chordata 
Razred: Actinopterygii 
Red:  Cypriniformes 
Porodica: Cyprinidae 
Rod:  Squalius 
Vrsta:  Squalius vardarensis Karaman, 1928 
 
 
Slika 6. Prikaz vardarskog klena (Squalius vardarensis Karaman, 1928). 
Autorica fotografije: dr. sc. Zrinka Dragun. 
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2.3.3. Ciljni organi za analizu metala  
 Metali se mogu akumulirati u razliĉitim dijelovima organizma riba, ovisno o kojem se 
metalu radi. Primjerice, Pb ima veliki afinitet za kalcificiranim tkivima dok se u mekim 
tkivima najvińe taloņi u jetrima i bubrezima, nakon ĉega slijedi koņa, mozak i mińići (Roberts 
i sur., 1976.; Sedak i sur., 2015.), Cd ima najveći afinitet za taloņenje u jetrima (oko 50 % Cd) 
i bubrezima (Sedak i sur., 2015.; Siddiqui, 2010.), Zn u jetrima (Bawuro i sur., 2018.; Dragun 
i sur., 2019.), dok se Hg akumulira u mińićima, a k tome je jedan od rijetkih metala koji se i 
biomagnificira u hranidbenom lancu te moņe biti izrazito toksiĉna za ljude putem prehrane 
(Frodello i sur., 2000.; Mason i sur., 2006.; Sedak i sur., 2015.). Za procjenu dugotrajne, 
kroniĉne izloņenosti riba metalima najbolje je analize provoditi u jetrima (Miller i sur., 
1992.), budući da se radi o glavnom detoksikacijskom organu i metaboliĉkom centru 
organizma (Giguere i sur., 2004.) te organu koji raspolaņe najuĉinkovitijom sposobnońću 
akumulacije raznih zagaĊivala (Papagiannis i sur., 2004.; Vukosav i sur., 2014.). Nadalje, 
hepatociti, dominantna vrsta stanica u jetrima, sadrņe, kao obrambeni mehanizam, visoke 
razine unutarstaniĉnih proteina i peptida koji veņu metale i pomaņu u njihovom uklanjanju, 
tako sprjeĉavajući interakcije metala s potencijalno osjetljivim biomolekulama; to obiljeņje 
jetara omogućava prouĉavanje metala i detoksikacijskih mehanizama (Di Giulio i Hinton, 
2008.; Heath, 1995.; Sigel i sur., 2009.). S druge strane, ńkrge su, kao vaņno mjesto izravnog 
unosa toksiĉnih tvari iz vode, prikladne za praćenje kratkotrajne izloņenosti metalima te 
naglih promjena u razini izloņenosti. Zbog relativno niske topljivosti kisika u vodi, ribe imaju 
vrlo veliku respiratornu povrńinu, propuńtaju veliki volumen vode kroz ńkrge u jedinici 
vremena te imaju tanke epitelne membrane, ńto sve zajedno olakńava unos tvari iz vode, kao i 
njihov prijenos u krv (Chovanec i sur., 2003.; Heath, 1995.; Reid i McDonald, 1991.). 
2.4.  Metalomika 
 Metali se u ņivim organizmima javljaju vezani na cijeli niz razliĉitih biomolekula 
(Slika 7.). Veliki broj proteina zahtijeva metal kao kofaktor, a obiĉno se radi o prijelaznim 
metalima, poput Cu, Fe, Zn ili Mo (Mounicou i sur., 2009.; Tainer i sur., 1991.). Metalni ioni, 
nadalje, mogu kontrolirati regulaciju ekspresije proteina u stanicama, npr. metalotioneina, 
proteina bitnog u homeostazi i procesima detoksikacije (Maret, 2004.). Ńaperoni metala ńtite i 
usmjeravaju metalne ione kroz citoplazmu (Rosen, 2005.; Rosenzweig, 2002.), dok su 
izvanstaniĉni proteini poput albumina i transferina bitni kao transporteri metala u krvi 
(Mounicou i sur., 2009.). Stoga je unutarstaniĉna koncentracija nekoliko metala, njihova 
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raspodjela meĊu razliĉitim staniĉnim odjeljcima te njihova ugradnja u metaloproteine strogo 
kontrolirana (Outten i O’Halloran, 2001.). 
 
 
Slika 7. Razliĉiti oblici metala u biolońkom okruņenju (Mounicou i sur., 2009.). 
 
 Zbog svega navedenog, sustavni pristup prouĉavanju sadrņaja metala, njihove 
specijacije, lokalizacije i upotrebe unutar organizama i ekosustava postaje sve vaņniji (Thiele 
i Gitlin, 2008.). U prońlosti su istraņivanja metala u okolińu bila preteņno usmjerena na 
fiziolońke mehanizme unosa, toksiĉnosti i izluĉivanja te se većina razvijenih metoda odnosila 
na mjerenje ukupnih koncentracija pojedinaĉnih metala u vodi i u organizmima, koje ne daju 
informaciju o metabolizmu i mehanizmima toksiĉnosti metala, kao ni o mehanizmima njihove 
detoksikacije (de la Calle Guntińas i sur., 2002.). Posljednjih godina razvijene su „omiĉke“ 
tehnike, koje ukljuĉuju strukturnu genomiku, transkriptomiku, proteomiku, 
toksikoproteomiku i metalomiku te koje su usmjerene na sveobuhvatna izuĉavanja na 
molekularnoj i staniĉnoj razini, a koriste se i u okolińnim istraņivanjima za prepoznavanje 
novih biomarkera uĉinaka raznih zagaĊivala na organizme (Shi i Chance, 2008.). U skladu s 
tim, metalomika je, prema Szpunar (2004.), definirana kao "sveobuhvatna analiza svih oblika 
metala i metaloida u stanicama ili tkivima," a obuhvaća specijaciju metala u najńirem smislu, 
ukljuĉujući izuĉavanje kompleksiranja elemenata, kao i utjecaja tog kompleksiranja na okoliń 
i na ljudsko zdravlje. Metalomika se, nadalje, bavi prouĉavanjem i razjańnjavanjem 
fiziolońkih uloga i funkcija biomolekula koje veņu metalne ione u biolońkim sustavima 
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(Monicou i sur., 2009.). Predstavlja transdisciplinarno istraņivaĉko podruĉje, koje povezuje 
razna druga znanstvena podruĉja, poput geokemije, kliniĉke biologije, farmakologije, biljne i 
ņivotinjske fiziologije (Monicou i sur., 2009.). Krajnji je cilj metalomike pruņiti sveopće i 
sustavno razumijevanje unosa, prijenosa, uloge i izluĉivanja metala u biolońkim sustavima 
(Monicou i sur., 2009.). Istraņivanja u podruĉju metalomike provode se pomoću razliĉitih 
tehnolońkih i metodolońkih pristupa, no ne postoji nijedna tehnologija koja bi bila prikladna 
za samostalnu primjenu. Analize se sastoje od niza koraka koji zahtijevaju razliĉite 
metodolońke pristupe, a organizacija i integracija analitiĉkih koraka predstavljaju kljuĉ 
uspjeha (Gñmez-Ariza i sur., 2005.) 
 Metalomiĉke analize, dakle, zahtijevaju sloņene multidimenzionalne analitiĉke 
pristupe, ukljuĉujući (1) tehnike razdvajanja, poput razliĉitih tehnika tekućinske 
kromatografije i elektroforeze, (2) detektore visoke osjetljivosti specifiĉne za elemente te (3) 
molekularne detektore utemeljene na spektrometriji masa za karakterizaciju razdvojenih 
biomolekula koje veņu metale (Slika 8.) (Gñmez-Ariza i sur., 2004.; Mounicou i sur., 2009.; 
Szpunar i Łobiński, 2002.). 
 
 
Slika 8. Spregnute tehnike u analizama metala i biomolekula koje veņu metale (prilagoĊeno 
prema radu Mounicou i sur., 2009.). 
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2.4.1. Analitiĉke metode za razdvajanje i proĉišćavanje biomolekula na koje se 
veţu metali 
 Za analizu metaloproteina i drugih biomolekula koje veņu metale razvijene su brojne 
metode razdvajanja, poput kromatografije i elektroforeze (kapilarna ili gel elektroforeze) 
(Gñmez-Ariza i sur., 2005.; Monicou i sur., 2009.; Szpunar i Łobiński, 1999.). 
 Kromatografija je jedna od analitiĉkih metoda koje se najĉeńće primjenjuju, a ĉiji je 
razvoj poĉeo ńezdesetih godina prońlog stoljeća (Majors, 2003.). Tekućinska kromatografija 
osnovna je vińenamjenska tehnika razdvajanja koja se primjenjuje u modernim biolońkim 
znanostima i u komplementarnim znanstvenim podruĉjima kao ńto su analitiĉka ili 
preparativna kemija (Cindrić i sur., 2009.). To je tehnika koja se koristi za razdvajanje 
otopljenih tvari. Tvari iz otopina u razliĉitoj mjeri stupaju u interakciju sa stacionarnom 
(nepokretnom) i tekućom mobilnom (pokretnom) fazom na osnovu razlika u adsorpciji, 
ionskoj izmjeni, razdiobi izmeĊu faza, razlici u veliĉini ĉestica ili stereokemijskih interakcija. 
Kao posljedica navedenih razlika, razliĉite se tvari razliĉito dugo zadrņavaju na 
kromatografskoj stacionarnoj fazi (Cindrić i sur., 2009.; Sattayasai, 2012.). 
 Za razliku od mnogih drugih tehnika razdvajanja koje imaju razliĉita ograniĉenja, 
poput plinske kromatografije koja nije pogodna za razdvajanje toplinski nestabilnih molekula, 
tekućinska kromatografija moņe uspjeńno posluņiti za razdvajanje ńirokog raspona molekula 
kao ńto su polimeri, male molekule farmaceutika ili njihovih metabolita, kao i peptida i 
proteina (Cindrić i sur., 2009.). Nadalje, dodatna prednost tekućinske kromatografije je 
mogućnost izravnog povezivanja s drugim analitiĉkim tehnikama (Cindrić i sur., 2009.). Za 
poĉetno proĉińćavanje staniĉnih biomolekula koje veņu metale korisna je primjena 
kromatografije s iskljuĉenjem po veliĉini (SEC) u kombinaciji s ionsko-izmjenjivaĉkom 
kromatografijom (IEC). Primjenom ovih dviju metoda postiņe se visoka osjetljivost i 
selektivnost (Montes-Bayñn i sur., 2003.; Szpunar, 2004.) te zadovoljavajuće razluĉivanje 
prilikom razdvajanja biomolekula koje veņu metale, odnosno izbjegava se istovremeno 
eluiranje vińe oblika istog elementa (Mounicou i sur., 2009.). 
2.4.1.1. Tekućinska kromatografija visoke djelotvornosti s iskljuĉenjem po 
veliĉini (SEC-HPLC) 
 SEC-HPLC ĉesto se koristi kao osnovna metoda za razdvajanje metaloproteina i 
drugih biomolekula koje veņu metale (Slika 9.). Temelji se na uĉinku molekularnih sita koja 
omogućavaju razdvajanje molekula prema njihovoj veliĉini te u manjoj mjeri i prema obliku 
(de la Calle Guntinuas i sur., 2002.; Szpunar, 2004.). Najbolji je izbor za analize proteina i 
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raznih drugih biomolekula, budući da nakon proĉińćavanja izvorna struktura i funkcija 
proteina ostaju oĉuvane, a moņe se koristiti i ńiroki spektar pufera kako bi se ostvarili 
odgovarajući uvjeti za razdvajanje pojedinih proteina (Rambo, 2017.). 
 
 
Slika 9. Kromatografija iskljuĉivanjem ili gel-filtracijska kromatografija. Metoda se temelji 
na difuziji molekula kroz porozne ńupljine punila koje saĉinjavaju kolonu. Mehanizam 
razdvanja se temelji na prodiranju molekula u pore ĉestica punila, tako da manje molekule, 
koje mogu ulaziti u pore, zaostaju, dok veće, koje to ne mogu, prolaze izmeĊu ĉestica punila 
te prije izlaze iz kolone. S obzirom na to da pore u punilu stacionarne faze, nisu jednake 
veliĉine, samo najveće molekule bit će u potpunosti izuzete od prodiranja u pore punila, dok 
će sve druge ulaziti s većom ili manjom uĉestalosti (manje ĉeńće, veće rjeĊe), te će duņe 
zaostajati u punilu stacionarne faze. Tako će najprije izaći najveće molekule, pa onda srednje i 
na kraju najmanje molekule. Slika je prilagoĊena prema Hagel i Haneski (2010.). 
 
Prednost ove metode je ńto proteini, ako se razdvajanje odvija pod blagim, fiziolońkim 
uvjetima, ostaju gotovo netaknuti, a to je jako vaņno pri razdvajanju biomolekula koje su 
osjetljive na promjenu pH te analizama metaloproteina (De la Calle Guntiðas i sur., 2002.). 
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Dodatnu prednost u odnosu na ostale kromatografske metode ima zbog mogućnosti 
povezivanja sa spektrometrijom masa uz ionizaciju induktivno spregnutom plazmom (ICP-
MS) za odreĊivanje koncentracija metala. Odabirom odgovarajućih kromatografskih uvjeta 
koji ne ńtete analizi spektrometrijom masa (npr., hlapljivih pufera, stabilnog i niskog protoka, 
upotrebe polarnih organskih otapala), tekućinski se kromatograf moņe jednostavno povezati 
sa spektrometrom masa (Cindrić i sur., 2009.). U mnogim je istraņivanjima tehnika SEC-
HPLC u kombinaciji s ICP-MS-om korińtena kao polukvantitativna tehnika za specijaciju 
elemenata poput Cd (Ferrarello i sur., 2000.), Se (McSheehy i sur., 2001.), ili As (McSheehy i 
Szpunar, 2000.). 
2.4.1.2. Ionsko izmjenjivaĉka tekućinska kromatografija visoke djelotvornosti 
(IEC-HPLC) 
 Biolońke molekule su uglavnom polarne te stoga mogu biti nabijene. Upravo je to 
svojstvo molekula iskorińteno u izvedbi ionsko-izmjenjivaĉke kromatografije (IEC), koja se 
zasniva na razdvajanju otopljenih molekula na osnovu razlika u naboju (Slika 10.). 
 
 
Slika 10. Princip anionsko-izmjenjivaĉke kromatografije. Proteini se razdvajaju na temelju 
svoga neto-naboja (preuzeto i prilagoĊeno iz Berg i sur., 2002.). 
 
Moņe se primijeniti za razdvajanje gotovo bilo koje vrste nabijenih molekula 
ukljuĉujući velike proteine, male nukleotide i aminokiseline (Loeschner i sur., 2015.). Dvije 
vrste ionsko-izmjenjivaĉke kromatografije su anionsko-izmjenjivaĉka (AEC) i kationsko-
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izmjenjivaĉka (CEC) kromatografija. Molekule koje su topljive i nabijene, kao ńto su proteini, 
aminokiseline i peptidi, veņu se na suprotno nabijene funkcionalne skupine netopljive 
stacionarne faze stvaranjem ionskih veza (Sattayasai, 2012.). U kationsko-izmjenjivaĉkoj 
kromatografiji primjenjuje se anionska stacionarna faza kada su ņeljene molekule koje se 
razdvajaju kationi, a anionsko-izmjenjivaĉka kromatografija primjenjuje kationsku 
stacionarnu fazu za odjeljivanje aniona. Molekule vezane na stacionarnu fazu ispiru se 
povećavanjem ionske jakosti ili promjenom pH eluensa, odnosno mobilne faze. Kationsko i 
anionsko izmjenjivaĉka kromatografija ĉesto se koriste u istraņivanjima metala u biolońkim 
uzorcima (Sanz-Medel i sur., 2003.; Szpunar, 2000.), na primjer pri razdvajanju 
metalotioneina (Lehman i Klaassen, 1986.; Rodríguez-Cea i sur., 2003.; Van Campenhout i 
sur., 2008.) i serumskih proteina (Soldado Cabezuelo i sur., 1997.; Wrobel i sur., 1995.). 
2.4.2. Analitiĉke metode za odreĊivanje metala u uzorcima iz okoliša 
 Postoji niz razliĉitih tehnika kojima se mogu odreĊivati metali u uzorcima iz okolińa, 
kao i u kromatografski razdvojenim frakcijama tih uzoraka (Bettmer i sur., 2009.; Garcia i 
sur., 2006; Gñmez-Ariza i sur., 2004.; 2005.; Szpunar, 2004.). Kemijske analize metala 
provode se korińtenjem sofisticiranih metoda visoke osjetljivosti poput atomske apsorpcijske 
spektrometrije (AAS - plamena i grafitna tehnika), atomske emisijske spektrometrije s 
induktivno spregnutom plazmom (ICP-AES), spektrometrije masa s induktivno spregnutom 
plazmom (ICP-MS) te elektrokemijskih metoda (Csuros i Csuros, 2002.; Lobinski i 
Marczenko, 1997.; Michalke and Nischwitz, 2010.; Skoog i sur., 1999). U nekim sluĉajevima 
koriste se i dodatne tehnike, poput analize neutronske aktivacije (NAA) ili djelomiĉno 
inducirane rendgenske emisije (PIXE). 
 
 
Slika 11. Shematski prikaz spektrometrije masa uz ionizaciju induktivno spregnutom 
plazmom (ICP-MS; preuzeto iz Bettmer i sur., 2009.) 
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 ICP-MS (Slika 11.) je svestrana tehnika u kojoj se induktivno spregnuta plazma koristi 
kao ionizacijski izvor, a detekcija se vrńi spektrometrijom masa, na temelju odreĊivanja 
omjera mase i naboja (m/z) analiziranih iona (Montaser, 1998.; Thomas, 2013.). Od svoje 
prve pojave tijekom ranih 1980.-ih (Houk i sur., 1980.), ICP-MS tehnika postala je jednim od 
najvaņnijih naĉina odreĊivanja vińe od 70% elemenata periodnog sustava (Betmmer i sur., 
2009.) te spada u najbrņe razvijajuće tehnike za analizu metala u tragovima (Grochowski i 
sur., 2019.). Iako se njome mogu odrediti isti elementi kao i ostalim spektroskopskim 
tehnikama, ICP-MS ima veliku prednost zbog multielementne i brze analize te niskih granica 
detekcije (Al-Hakkani, 2019.; Garcia i sur., 2006.; He i sur., 2017.). 
2.4.3. Primjena spektrometrije masa (MS) u analizi biomolekula koje veţu 
metale 
 U prońlom nas je desetljeću razvoj spektrometrije mase doveo u novo doba analize 
proteina i peptida. Spektrometrija masa radi na principu ioniziranja kemijskih komponenti 
promatranog uzorka stvarajući nabijene molekule ili fragmente molekula te zatim mjeri 
njihove omjere mase i naboja (m/z) (Banerjee i Mazumdar, 2012.; Galić, 2004.; Gross, 2004.). 
Metode spektrometrije masa neprekidno se razvijaju, a u danańnje se vrijeme upotrebljavaju 
za odreĊivanje masa ĉestica, sastava uzoraka ili molekula, kvalitativnog i kvantitativnog 
odreĊivanja sastava smjesa te za razjańnjavanje kemijskih struktura molekula, primjerice 
peptida (Galić i Cindrić, 2008.; Urban, 2016.). Spektrometrija masa omogućuje odreĊivanje 
masa peptida i/ili proteina, identifikaciju proteina, odreĊivanje aminokiselinskog slijeda, 
identifikaciju i odreĊivanje poloņaja post translacijskih modifikacija, odreĊivanje mutacija te 
provjeru struktura i ĉistoće proteina dobivenih genetskim inņenjeringom (Calderñn-Celis i 
sur., 2018.; de Hoffman i Stroobant, 2007.; Graves i Haystead, 2002.; Rathore i sur., 2018.). 
Nadalje, primjenjuje se i u istraņivanju razliĉitih interakcija izmeĊu proteina i iona metala, 
malih organskih molekula i razliĉitih biolońkih spojeva (Galić i Cindrić, 2008.; Gibson i 
Costello, 2000.). 
 
 
Slika 12. Shematski prikaz spektrometra masa 
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 UreĊaj, spektrometar masa (Slika 12.), sastoji se od ionskog izvora, analizatora masa 
te detektora i sustava za obradu podataka (de Hoffmann i Stroobant, 2007.; Galić i Cindrić 
2008.). Nakon unosa uzorka u spektrometar masa dolazi do ionizacije i pretvorbe molekula 
analita u plinsku fazu ńto je osnovni zahtjev za daljnu analizu. Ioni nastali u plinovitoj fazi u 
analizatoru masa se razdvajaju na temelju omjera m/z djelovanjem magnetskog ili elektriĉnog 
polja (Galić, 2004.). Detekcija se vrńi pomoću elektronskog pojaĉala ili scintilacijskog brojaĉa 
(Mornar, 2013.; Sertić, 2013.; Watson, 1999.), a rezultati se prikazuju grafiĉki u obliku 
spektara masa koji pokazuju relativnu zastupljenost razliĉitih ionskih vrsta (Galić, 2004.; 
Nigović, 2015.). 
 Postoji nekoliko razliĉitih metoda ionizacije, a za analizu peptida i proteina najĉeńće 
se koriste ESI i MALDI tehnike. Analiza proteina spektrometrijom masa obuhvaća analizu 
intaktnog proteina ili analizu peptida nastalih enzimskom ili kemijskom razgradnjom proteina 
te se moņe provoditi pristupima odozgo nadolje (engl. top-down) i odozdo nagore (Slika 13.) 
(engl. bottom-up) (Bogdanov i Smith, 2005.; Chait, 2006.; Kelleher, 2004.; Khalsa-Moyers i 
McDonald, 2006.; Monicou i sur., 2009.; Switzar i sur., 2013.).  
Uĉestaliji naĉin analize proteina je odozdo nagore, a ukljuĉuje cijepanje proteina i 
odstranjivanje posttranslacijskih modifikacija enzimskim putem (pomoću proteaza ili 
glikozidaza), kemijskim putem (pomoću hidrolizirajućih reagensa) ili kombinirano 
(Amunugama i sur., 2013.; Galić i sur., 2008.; Gillet i sur., 2016.; Manes i Nita-Lazar i sur., 
2018.). Zbog visokospecifiĉne i ponovljive reakcije cijepanja proteina najĉeńće korińteni 
proteolitiĉki reagens je tripsin. Cijepanjem tripsinom u većini sluĉajeva nastaju peptidi duljine 
od 5-30 aminokiselina, ńto je optimalna duljina niza za analizu spektrometrijom masa 
(Corthals i sur., 1999.; Gundry i sur., 2001.). Dva osnovna pristupa u identifikaciji proteina su 
identifikacija proteina putem pretrage baze podataka i identifikacija proteina de novo 
sekvenciranjem (Reinders i sur., 2004). Identifikacija proteina postiņe se putem pretrage baze 
podataka i temelji se na usporedbi eksperimentalno dobivenih podataka s teoretski 
izraĉunatim vrijednostima dobijenim iz baza podataka proteinskih sekvenci, dok se 
identifikacija proteina sekvenciranjem de novo temelji na eksperimentalnom ińĉitavanju 
slijeda aminokiselina na osnovu MS/MS spektra (Galić i Cindrić, 2008.; Nesvizhskii, 2007.; 
Taylor i Johnson, 2001. ).  
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2.4.3.1. Matricom potpomognuta ionizacija uz desorpciju laserskim zraĉenjem 
(MALDI) 
 MALDI (engl. Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization) je tehnika ionizacije 
molekula koju su utemeljili znanstvenici Karas i Hillenkamp 1988. godine,koji su prvi snimili 
spektar biomolekula molekulskih masa iznad 10 kDa u smjesi uzorka s matricom, dok je 
Koichi Tanaka 2002. godine dobio Nobelovu nagradu za kemiju za prouĉavanje velikih 
biomolekula pomoću MALDI ionizacijske tehnike (Cho i Normile, 2002.). 
 
 
Slika 13. Shematski dijagram koji prikazuje tijek rada MALDI-TOF-MS-a. Kratkim 
pulsevima lasera (1-20 ns) bombardiraju se kristali matrice i uzorka ńto dovodi do njihove 
desorpcije i ionizacije (preuzeto i prilagoĊeno iz Clark i sur., 2013.). 
 
 MALDI-TOF-MS (Slika 13.) je brza metoda, kojom se u kratko vrijeme moņe 
analizirati veliki broj uzoraka (Kuckova i sur., 2007.), te je u danańnje vrijeme jedna od 
najpopularnijih tehnika spektrometrije masa koja se koristi za brzu i osjetljivu analizu 
biomolekula (Dave i sur., 2011.; Horvatić i Cindrić, 2009.; Swiatly i sur., 2017.; Webster i 
Oxley, 2012.). Ubraja se u blage ionizacijske tehnike koje omogućuju ionizaciju molekula 
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vrlo velikih molekulskih masa (do 200 kDa) te ovom tehnikom uglavnom nastaju jednostruko 
nabijeni ioni (Galić i Cindrić, 2008.; Horvatić i Cindrić, 2009.; Singhal i sur., 2015.). Analit 
se ugraĊuje u kristalnu strukturu molekula matrice i kristalizira s matricom nakon isparavanja 
otapala (Kazazić i sur., 1999.; Chait i Kent, 1992.; Chalmers i Gaskel, 2000.; Pomastowski i 
sur., 2019.). Potom se kristalizirana matrica pod djelovanjem laserske zrake trenutno 
zagrijava (Senko i sur., 1994.) te dolazi do isparavanja i ionizacije molekula matrice i analita, 
pri ĉemu nastaju ioni protoniranih molekula, koji su najĉeńće jednostruko nabijeni, a javlja se 
i slabo izraņena fragmentacija (Galić i Cindrić, 2008.). Ioni zatim ulaze u analizator masa, 
gdje se razdvajaju prema omjeru mase i naboja (Cindrić i sur., 2009.; Galić i Cindrić, 2008.; 
Kazazić i sur., 1999.; Pomastowski i sur., 2019. ). Navedena se tehnika ionizacije zbog svojeg 
pulsnog karaktera najĉeńće primjenjuje u kombinaciji s analizatorom koji mjeri vrijeme leta 
(eng. Time Of Flight, TOF), odnosno vrijeme potrebno da ioni stignu do analizatora, ńto je 
proporcionalno njihovoj masi (Boesl, 2017.; de Hoffmann i Stroobant, 2007.; Galić i Cindrić, 
2008.). 
 Ova je analitiĉka metoda pogodna za analizu biomolekula i proteina koji veņu metale 
(Szpunar, 2004.; Szpunar i Łobiński, 2002.). MALDI-TOF-MS se odlikuje iznimnom 
osjetljivońću od femtomola do pikomola, a ĉak postoje radovi u kojima se odreĊivanja vrńe na 
nivou atomola (Gevaert i sur., 1997), velikom brzinom analiza (moguće je analizirati oko 100 
uzoraka u 10 min) (Duncan i sur., 2008.; Galić i Cindrić, 2008.; Kuckova i sur., 2007.).  
2.4.3.2. Ionizacija elektroraspršenjem (ESI)  
 ESI (engl. Electrospray Ionization) tehnika takoĊer spada u skupinu blagih 
ionizacijskih tehnika, a postupak se odvija pri atmosferskom tlaku (Slika 14.). Ioni koji 
nastaju mogu biti pozitivnog ili negativnog naboja te ovisno o kemijskoj strukturi analita, 
odnosno broju kemijskih skupina koje se mogu ionizirati, mogu biti jednostruko ili vińestruko 
ionizirani (Cindrić i sur., 2009.; Mornar i sur., 2013.). Iako je pojava ionizacije 
elektrorasprńenjem poznata joń s poĉetka 20. stoljeća, i prvi opis principa objavljen je 1968. 
(Dole i sur., 1968.), do razvoja ESI dońlo je sredinom 1980.-ih nakon radova ńto su ih objavili 
John Fenn (Fenn i sur., 1989.; Yamashita i Fenn, 1984.) i grupa ruskih istraņivaĉa 
(Aleksandrov i sur., 1984.). Za ovaj doprinos znanosti, Fenn je dobio Nobelovu nagradu za 
kemiju 2002. godine. Vaņnost ESI-ja i njegov ogroman doprinos modernoj spektrometriji 
masa proizlazi iz njegovih jedinstvenih karakteristika. To je vrlo blagi naĉin ionizacije koji 
uglavnom rezultira nastankom vińestruko nabijenih molekulskih iona peptida/proteina te je 
moguće saĉuvati i nekovalentno vezane biomolekularne komplekse tijekom prevoĊenja 
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molekula analita u plinsku fazu (Awad i sur., 2015.; Banerjee i Mazumdar, 2012.; Talkington 
i sur., 2005.). 
 
 
Slika 14. Shematski dijagram koji prikazuje tijek rada u ESI-MS-u (preuzeto i prilagoĊeno 
prema Gates, 2014.). Proces elektrorasprńenja prikladno je podijeliti u tri faze: nastajanje 
kapljica, otparavanje kapljica i nastajanje iona u plinskoj fazi (Bruins, 1998.; Cech i sur., 
2001.; Galić, 2004.; Galić i Cindrić, 2009.). 
 
Za razliku od MALDI ionizacije, primjenom ESI-ja nastaju i vińestruko nabijeni ioni 
(Galić, 2004.; Ozeki i sur., 2019.). Kod ovog oblika ionizacije plinska faza i analit ulaze u 
ionizator kroz kapilaru koja predstavlja elektrodu prikljuĉenu na pozitivni kraj izvora napona 
(Cindrić i sur., 2009.). Pod utjecajem elektriĉnog polja razdvajaju se pozitivni i negativni 
naboji u otopini, pri ĉemu pozitivno nabijeni ioni putuju prema katodi i akumuliraju se na 
povrńini tekućine koja se nalazi na kraju kapilare (de Hoffmann i Strobant, 2007.). Pri 
kritiĉnoj jakosti elektriĉnog polja, na vrńku kapilare se formira tzv. Taylorov stoņac u kojem 
se neprestano proizvode kapljice obogaćene pozitivno nabijenim ionima (Bruins, 1998.; 
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Galić, 2004.; Ho i sur., 2003.;). Otapalo se zatim otparava pod utjecajem struje duńika, 
temperature i elektriĉnog potencijala te se smanjuje veliĉina kapljica (Cindrić i sur., 2009.). 
Kada se kapljice dovoljno smanje, tako da se svi ioni nalaze na njihovoj povrńini, dolazi do 
njihovog otparavanja ili razbijanja na manje kapljice (Coulombovo dijeljenje), nakon ĉega 
analit. Tako formirani molekulski ioni prelaze u visoki vakuum do analizatora masa (Slika 
14.) (Cindrić i sur., 2009.; Crotti i sur., 2011.; Ho i sur., 2003. ). 
 Dok je kod MALDI ionizacije neophodan kristalizirani uzorak, ESI ionizira analit u 
otopini ńto ĉini ovu tehniku pogodnom za povezivanje s HPLC sustavima (Glish i Vachet, 
2003.). MALDI je pogodna tehnika za analizu relativno jednostavnih smjesa peptida (npr., 
pojedinaĉnih proteina), dok se HPLC-ESI-MS sustavi koriste za kompleksne uzorke (Fenn i 
sur., 1989.). Osjetljivost ESI tehnike dodatno je povećana smanjenjem brzine protoka 
analizirane otopine (npr. mikrorasprńenjem ili nanorasprńenjem) pa je granica detekcije 
spuńtena do reda veliĉine atomola (10-18 mol) (Galić, 2004.; Valaskovic i sur., 1995.). 
Dodatna prednost u analizi iona moņe se ostvariti primjenom tandemne spektrometrije masa 
(LC-MS/MS), s ciljem da se poboljńa fragmentacija iona, kako bi se na temelju dobivenih 
spektara masa odredila struktura analiziranog iona (Goudog i sur., 2008.). 
2.4.4. Metalomika u okolišnim istraţivanjima 
 Od svoga su otkrića, ionizacijske metode spektrometrije masa elektrorasprńenje (ESI-
MS) i matricom potpomognuta ionizacija i desorpcija laserskim zraĉenjem (MALDI-MS) te 
ICP-MS postale iznimno vaņne tehnike u analizi biolońkih makromolekula (Gñmez-Ariza i 
sur., 2004.; Mounicou i sur., 2009.; Sanz-Medel, 2005.; Szpunar, 2004.). Iako navedene 
tehnike u metalomici pruņaju veliki broj mogućnosti u istraņivanjima (Montes-Bayñn i sur., 
2003.), ńto je prepoznato u mnogim znanstvenim podruĉjima, primjena metalomike u 
okolińnim istraņivanjima nije joń dovoljno prisutna te se takva istraņivanja uglavnom provode 
u strogo kontroliranim laboratorijskim uvjetima, najĉeńće nakon izlaganja samo jednome 
metalu, dok su istraņivanja u stvarnim okolińnim uvjetima iznimno rijetko zastupljena. 
Primjer takvih laboratorijskih istraņivanja su istraņivanja metabolizma Fe na laboratorijskim 
ńtakorima hranjenim mlijekom bogatim ņeljezom (Alves Peixoto i sur., 2019.; Fernández-
Menéndez i sur., 2018.) te Cd i As na izlaganom domaćem mińu (Mus musculus; García-
Sevillano i sur., 2014.). 
 Sustavni metalomiĉki pristup u izuĉavanju biomolekula koje veņu metale u raznim 
vodenim organizmima joń uvijek nije opseņno primijenjivan te stoga predstavlja podruĉje 
ńirokih mogućnosti za ekotoksikolońka znanstvena istraņivanja. Dosad je otkriveno tek 
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nekoliko metaloproteina u ribama koji se primjenjuju kao biomarkeri, dok njihove 
funkcionalne uloge u fiziologiji riba joń uvijek nisu u cijelosti poznate (Hauser-Davis i sur., 
2012.). Donedavno se metalomiĉka tehnologija na vodenim organizmima uglavnom koristila 
u istraņivanju pojedinaĉnih metaloproteina, poput metalotioneina (MT), primjenom razliĉitih 
tehnika tekućinske kromatografije visoke djelotovornosti (Lobinski i sur., 1998.). Razdvajanje 
biomolekula pomoću dvodimenzionalne kromatografije (SEC-AEC-HPLC) primijenjeno je 
tijekom istraņivanja MT iz nekoliko ribljih vrsta, poput jegulje (Anguilla anguilla; Rodríguez-
Cea i sur., 2003.; Van Campenhout i sur., 2008.), bisernog ciklida (Geophagus brasiliensis; 
Rodríguez-Cea i sur., 2006.), plosnatica (Limanda limanda i Microstomus kitt; Duquesne i 
Richard, 1994.), limande (L. limanda; Lacorn i sur., 2001.), kao i iz dagnji (Mytilus edulis; 
Geret i Cosson, 2002.). Nadalje, Goenaga Infante i sur. (2006.) analizirali su komplekse 
metala s izoformama MT primjenom AEC-HPLC-a u kombinaciji s ICP-MS-om u babuńki 
(Carassius auratus gibelio), dok su Lavradas i sur. (2016.) primjenom elektroforeze (SDS-
PAGE) i SEC-HPLC-a u kombinaciji s ICP-MS-om proveli istraņivanje toplinski stabilnih 
proteina metalotioneina u ńkoljkańima (Perna perna). Dvodimenzionalno razdvajanje pomoću 
SEC-AEC-HPLC-a nadograĊeno MS analizama primijenjeno je i u identifikaciji kompleksa 
Hg, Cd, Cu i Zn s metalotioneinima u jetrima bjeloboke pliskavice (Lagenorhynchus acutus; 
Pedrero i sur., 2012.) te u istraņivanju indukcije i vezanja Cd, Cu i Zn na MT u jetrima, 
bubregu i ńkrgama ńarana (Cyprinus carpio; Goenaga Infante i sur., 2003.). 
 Nadalje, pojedini istraņivaĉi metalomiĉki pristup koriste u istraņivanju pojedinaĉnih 
metala i biomolekula koje ih veņu. Na primjer, primjenom vińestrukog analitiĉkog pristupa 
koji povezuje ionsko-izmjenjivaĉku kromatografiju, detektore za elemente (ICP-MS) i 
molekularne detektore (ESI-MS, LC-MS/MS i MALDI-TOF-MS), sa svrhom olakńane 
identifikacije metaloproteina u vrlo niskim koncentracijama (Gñmez-Ariza i sur., 2004.), 
omogućena je i identifikacija i karakterizacija biomolekula koje veņu Fe u kalifornijskoj 
pastrvi (Oncorhynchus mykiss; Fago i sur., 2002.), dok je karakterizacija selenoproteina u 
pacifiĉkoj plavoperajnoj tuni (Thunnus orientalis) provedena dvodimenzionalnim 
kromatografskim razdvajanjem (SEC-AEC-HPLC) u kombinaciji s LC-ESI-MS-om 
(Yamashita i Yamashita, 2010.). 
 Kanadska grupa znanstvenika tek je nedavno zapoĉela s istovremenim istraņivanjem 
sudbine većeg broja metala u vodenim organizmima, ukljuĉujući njihovu raspodjelu unutar 
tkiva i u razliĉitim unutarstaniĉnim odjeljcima (npr., citosolu, granulama i organelima) 
primjenom diferencijalnog centrifugiranja (Vijever i sur. 2004.; Campbell i sur. 2005.; 
Giguère i sur., 2006.) te njihovu specijaciju u citosolu primjenom razliĉitih analitiĉkih tehnika 
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koje se primjenuju u metalomici (Caron i sur., 2018.; Urien i sur., 2018.). Primjena 
diferencijalnog centrifugiranja znaĉajna je za procjenu raspodjele metala izmeĊu staniĉnih 
frakcija osjetljivih na metale i detoksiciranih frakcija metala. Prema Wallace i sur. (2003.), 
staniĉne frakcije osjetljive na prisutnost metala ukljuĉuju organele (mitohondriji, lizosomi, 
mikrosomi) i toplinski nestabilne proteine (poput enzima), dok detoksicirane frakcije metala  
ukljuĉuju granule bogate metalima i toplinski stabilne proteine (poput metalotioneina). Takva 
je unutarstaniĉna raspodjela metala specifiĉna za pojedini metal, organ i organizam, ali i 
dinamiĉna ovisno o uvjetima izloņenosti metalima i nizu drugih okolińnih ĉimbenika (Wang i 
Rainbow, 2006.). Ista je skupina znanstvenika u novije vrijeme prońirila svoja istraņivanja 
uvoĊenjem metalomiĉkih metoda, provodeći istovremene analize cijelog niza metala u ribama 
s ciljem odreĊivanja njihove raspodjele meĊu citosolskim biomolekulama razliĉitih 
molekulskih masa. Citosolske raspodjele za Ag, Cd, Cu, Co, Ni i Tl odredili su u mladim 
ameriĉkim ņutim grgeĉima (Perca flavescens, Caron i sur., 2018.), a za Cd, Cu, As i Se u 
bijelim sisaĉima (Catostomus commersonii, Urien i sur., 2018.), pomoću kombinacije SEC-
HPLC-a i ICP-MS-a. 
 Metalomiĉke pristupe i strategije potrebno je ĉeńće sustavno primjenjivati u okolińnim 
istraņivanjima, sa svrhom otkrivanja mehanizama koji se nalaze u pozadini metaboliĉkih 
funkcija, mehanizama detoksikacije i toksiĉnih uĉinaka metala te naposljetku identificiranja 
novih biomarkera izloņenosti metalima i njihovih uĉinaka (Gñmez-Ariza i sur., 2004.; 
Hauser-Davis i sur., 2012.; Mounicou i sur., 2009.). 
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4. RASPRAVA 
 
Metali predstavljaju vaņnu sastavnicu svakog vodenog okolińa te o njihovoj prisutnosti 
ĉesto ovisi i bioraznolikost vodenih ekosustava. Oneĉińćenje voda metalima je u porastu zbog 
tehnolońkog napretka ljudske zajednice, pri ĉemu najznaĉajniju ulogu imaju industrija, 
rudarstvo, napredna poljoprivreda, otpad iz domaćinstava i promet. Zbog toksiĉnosti metala, 
njihovog trajnog zadrņavanja u okolińu i mogućnosti akumulacije u tkivima vodenih 
organizama, oneĉińćenje vodenih ekosustava metalima moņe predstavljati ozbiljan problem 
(Harte i sur., 1991.). Za razliku od organskih zagaĊivala, metali se ne mogu kemijski niti 
biolońki razgraditi. Stoga jednom uneseni u vodotoke mogu promijeniti kemijski oblik te 
postati manje ili vińe toksiĉni, ali se ne mogu ukloniti iz biogeokemijskog kruņenja (Sadiq, 
1992.). Kao posljedica moņe doći do razvoja kroniĉnih oboljenja vodenih organizama te se 
poremećaji mogu pojaviti ĉak i na razini populacije (Holcombe i sur., 1976.). Neki metali u 
ņivim organizmima imaju vaņnu biolońku ulogu (npr., Cu, Fe, Zn) te su nazvani esencijalnim 
metalima, a sastavni su dio enzima i drugih proteina, takozvanih metaloproteina (Smith i sur., 
1997.). Metaloproteini su ukljuĉeni u transport elektrona i metala, skladińtenje kisika, 
hidrolize kemijskih veza, redoks procese i sinteze biolońkih spojeva (Gellein i sur., 2007.). Za 
niz drugih metala (npr., Cd, Pb) funkcije u ņivim organizmima nisu poznate te su stoga 
nazvani neesencijalnim metalima. Ńtetni utjecaj metala nastupa pri unosu neesencijalnih 
metala već u vrlo niskim koliĉinama ili esencijalnih metala u prekomjernim koliĉinama koje 
mogu naruńiti homeostazu organizma. Na taj naĉin moņe nastati ńtetno djelovanje na 
razliĉitim organizacijskim razinama, poĉevńi od stanice, preko pojedinaĉnih organizama pa 
sve do populacije, ńto napokon moņe ńtetno utjecati i na zdravlje ljudi koji vodene organizme 
koriste u prehrani (Livingstone, 1993.). 
Za ovo istraņivanje kao bioindikatorski organizmi izabrane su dvije vrste riba (klen, S. 
cephalus Linnaeus, 1758., i vardarski klen, S. vardarensis Karaman, 1928.). Dosadańnja 
istraņivanja na ovim bioindikatorskim organizmima provedena u svrhu procjene izloņenosti 
metalima bila su utemeljena na odreĊivanju ukupnih ili citosolskih koncentracija metala 
bioakumuliranih u njihovim organima (npr., Casiot i sur., 2009.; Dragun i sur., 2007.; 2009.; 
2012.; 2013.a; 2013.b; 2016.; 2019.; Duman i Kar, 2012.; Podrug i sur., 2009.; Rańković i 
sur., 2018.). Metali akumulirani u organima riba raspodijeljeni su u razliĉite unutarstaniĉne 
odjeljke (npr., citosol, granule, organele, staniĉne membrane). Pretpostavlja se da toksiĉnost 
metala za vodene organizme potjeĉe od reakcija u citosolu, putem njihovog nespecifiĉnog 
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vezanja na fiziolońki vaņne molekule te posljediĉne inaktivacije tih biomolekula (Mason i 
Jenkins, 1995.). Stoga, ukupne i citosolske koncentracije metala ne daju potpunu informaciju 
o metabolizmu, bioraspoloņivosti te mogućim toksiĉnim uĉincima metala, kao ni o njihovoj 
detoksikaciji (de la Calle Guntińas i sur., 2002.). Svi navedeni procesi na staniĉnoj i 
molekularnoj razini ovise o vezanju metala na razliĉite staniĉne biomolekule, a te 
biomolekule, kao ni biolońka funkcija i mehanizmi toksiĉnosti mnogih metala u vodenim 
organizmima, joń uvijek nisu dovoljno istraņeni. Tek je nekoliko biomolekula na koje se 
metali veņu u stanicama vodenih organizama dosad prepoznato i iscrpno opisano npr., 
metalotioneini (MT) (Cd, Cu, Zn, Rodriguez-Cea i sur., 2003.; Goenaga Infante i sur., 2003.; 
Van Campenhout i sur., 2008.; Li i sur., 2018.), transferin (Fe, Neves i sur, 2009.; Mn, 
Schäfer, 2004.), hemoglobin (Fe, Fago i sur., 2002), peptidi koji veņu Se (Yamashita i 
Yamashita, 2010.). Stoga je cilj ovoga rada bio primijeniti moderne analitiĉke pristupe u 
opisivanju i prepoznavanju odabranih biomolekula koje veņu metale u jetrima i ńkrgama dviju 
vrsta klena, ńto će dalje u raspravi biti iscrpno izneseno. 
4.1. Raspodjela odabranih esencijalnih (Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Se, Zn) i 
neesencijalnih (Cd, Pb) elemenata meĊu citosolskim biomolekulama razliĉitih 
molekulskih masa u jetrima i škrgama klena (S. cephalus) iz rijeke Sutle 
U ovome smo dijelu istraņivanja opisali temeljne raspodjele devet odabranih 
metala/nemetala meĊu citosolskim biomolekulama razliĉitih molekulskih masa u jetrima i 
ńkrgama klenova (S. cephalus), odnosno utvrdili smo raspone molekulskih masa citosolskih 
biomolekula koje veņu esencijalne elemente Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Se i Zn te neesencijalne 
elemente Cd i Pb u uvjetima niske izloņenosti u okolińu. Nadalje, opisali smo i promjene 
raspodjela koje se javljaju pri povińenoj bioakumulaciji navedenih elemenata. Rezultati ovog 
dijela istraņivanja objavljeni su u radovima pod rednim brojem 1 i 2 u popisu znanstvenih 
radova (str. 35-56). 
Kao ciljne organe za ove analize odabrali smo jetra klena, jer odraņavaju dugoroĉno 
pohranjivanje metala, te ńkrge, jer odraņavaju koncentracije metala u vodi u kojoj ribe 
prebivaju (Romeo i sur., 1999.). Kako su ribe migratorni organizmi koji ne obitavaju samo na 
jednom podruĉju rijeke, prednost je ńkrga kao ciljnog organa ńto odraņavaju trenutnu 
izloņenost metalima u vodi u kojoj se ribe nalaze, dok se u jetrima kao glavnom 
detoksikacijskom organu moņe uoĉiti utjecaj dugotrajne izloņenosti, koja moņe biti vezana i 
uz neki drugi dio rijeĉnog toka, a ne iskljuĉivo uz onaj u kojemu je riba ulovljena (Giguère i 
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sur., 2004.; Romeo i sur., 1999.). Prema nekim se istraņivanjima u ńkrgama uslijed izravnog 
dodira s vodom moņe oĉekivati brzi odgovor na promjene u razini izloņenosti metalima, poput 
Cd (Barińić i sur., 2015.; Kraemer i sur., 2005.). U ńkrgama se oĉekuje niņa razina 
bioakumulacije za većinu elemenata u odnosu na jetra, budući da se akumulirani metali iz 
ńkrga krvlju prenose u jetra i druge organe (Souza i sur., 2013.). 
Klenovi korińteni u ovome istraņivanju uzorkovani su u rijeci Sutli u Hrvatskoj u rujnu 
2009. godine. Koncentracije otopljenih metala u vodi rijeke Sutle u jesen 2009. godine bile su 
većinom usporedive s nezagaĊenim vodotocima ili umjereno povińene (Co, 0,06-0,42 μg L-1; 
Cu, 0,17-3,74 μg L-1; Fe, 3,1- 80,5 μg L-1; Mn, 0,4-261,1 μg L-1; Mo, 0,5-20,1 μg L-1; Zn, 
<5,0 μg L-1; Cd, 0,01-0,31 μg L-1; Pb, ≤1,18 μg L-1; Dragun i sur., 2011.). Izuzetak su 
predstavljale uoĉljivo povińene koncentracije otopljenog Fe, Mn, Cd i Pb na pojedinim 
ograniĉenim podruĉjima ove rijeke, koje su omogućile praćenje promjena citosolskih 
raspodjela tih metala u jetrima i ńkrgama klena pri povińenoj izloņenosti u rijeĉnoj vodi. 
Prema nańim saznanjima, rezultati dobiveni u ovome istraņivanju prvi su podaci o 
citosolskim raspodjelama devet odabranih elemenata u jetrima i ńkrgama klena, kao 
bionidikatorskog organizma. Uobiĉajeni prvi korak u prepoznavanju biomolekula koje veņu 
metale predstavlja frakcioniranje citosola primjenom tekućinske kromatografije visoke 
djelotvornosti s iskljuĉenjem po veliĉini (SEC-HPLC) te odreĊivanje koncentracija metala i 
nemetala u frakcijama koje sadrņe biomolekule odreĊenih molekulskih masa primjenom 
masenog spektrometra s induktivno spregnutom plazmom (ICP-MS) (Michalke i Schramel, 
2004.; Montes-Bayñn i sur., 2003.). Na taj se naĉin moņe doći do informacija o profilima 
raspodjele pojedinih elemenata meĊu citosolskim biomolekulama razliĉitih molekulskih 
masa, ńto predstavlja poĉetnu toĉku u identifikaciji tih biomolekula. Radi jednostavnijeg 
opisivanja profila raspodjele dobivenih primjenom SEC200-HPLC-a (kolona Superdex 200, 
raspon razdvajanja 10-600 kDa) i ICP-MS-a visoke rezolucije (HR), definirali smo ĉetiri 
glavne skupine biomolekula koje veņu metale, uzimajući u obzir njihovu molekulsku masu:  
1. VMM ili biomolekule visoke molekulske mase (>100 kDa);  
2. SMM ili biomolekule srednje molekulske mase (30-100 kDa); 
3. NMM ili biomolekule niske molekulske mase (10-30 kDa);  
4. JNMM ili biomolekule jako niske molekulske mase (<10 kDa). 
MeĊu analiziranim elementima, esencijalni metali Co, Mo, Mn i Zn imali su najuņi 
raspon citosolskih koncentracija u jetrima i ńkrgama klena. U usporedbi s prethodnim 
istraņivanjima i uzimajući u obzir nisku izloņenost klenova ovim metalima u rijeci Sutli, 
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citosolske koncentracije Co (jetra: 2,1-5,1 ng mL
-1; ńkrge: 1,02-1,60 ng mL-1), Mo (jetra: 8,7-
38,5 ng mL
-1; ńkrge: 0,56-8,41 ng mL-1), Mn (jetra: 73,5-252,8 ng mL-1; ńkrge: 33,7-69,1 ng 
mL
-1
) i Zn (jetra: 3,0-11,1 μg mL-1; ńkrge: 9,6-21,0 μg mL-1) u jetrima i ńkrgama klenova bilo 
je moguće definirati kao bazalne razine (Dragun i sur., 2013.a; 2013.b; 2016.; Podrug i sur., 
2009.). Stoga je za navedena ĉetiri metala bilo moguće utvrditi samo temeljnu raspodjelu 
meĊu biomolekulama razliĉitih molekulskih masa, karakteristiĉnu za uvjete niske izloņenosti 
metalima u rijeĉnoj vodi.  
Kobalt je esencijalni element za ribe i druge organizme, a ima vaņnu ulogu u izgradnji 
kobalamina (vitamina B12), u kojemu ĉini 4,5% molekulske mase (Blust, 2012.). Kobalt u 
suvińku moņe djelovati toksiĉno na ribe, jer kationi kobalta (Co2+) ometanjem transporta Ca 
mogu ometati normalnu funkciju ńkrga, ukljuĉujući ionsku regulaciju, odrņavanje acidobazne 
ravnoteņe, prijenos plinova te izluĉivanje suvińnog duńika (Hille, 1992.; Richards i Playle, 
1998.). Kobalt nadalje moņe sudjelovati u procesima stvaranja slobodnih radikala, ńto 
rezultira proizvodnjom reaktivnih vrsta kisika (Battaglia i sur., 2009.; Olivieri i sur., 2001.; 
Wang i sur., 1993.). No, Co je ipak manje toksiĉan za ribe u usporedbi s toksiĉnim uĉincima 
drugih metalnih iona (Kubrak i sur., 2011.; Marr i sur., 1998.). Niska citosolska koncentracija 
Co u jetrima mogla bi se objasniti njegovim većim afinitetom za akumulaciju u crijevima i 
bubrezima nego u jetrima pri umjerenoj izloņenosti, ńto je uoĉeno u istraņivanjima na 
razliĉitim vrstama riba (Baudin i Fritsch, 1989.), dok uloga jetre postaje vaņnija tek nakon 
povećane izloņenosti kobaltu (Mukherjee i Kaviraj, 2009.). Profili raspodjele Co meĊu 
citosolskim biomolekulama u jetrima i ńkrgama klena ukazali su na znaĉajnu prisutnost ovoga 
metala u podruĉju VMM biomolekula (jetra: 61-407 kDa; ńkrge: 20-310 kDa), dok je dio Co 
bio raspodijeljen i izmeĊu dva JNMM podruĉja citosolskih biomolekula (maksimumi na 4 
kDa i 1-2 kDa), pri ĉemu drugo podruĉje odgovara molekulskoj masi kobalamina (1.3 kDa; 
Kirschbaum, 1981.). Raspodjela Co izmeĊu triju navedenih molekulskih podruĉja u jetrima 
klena bila je jasnija, a pikovi su bili vińi, uņi i ońtriji u odnosu na ńkrge, kao posljedica 2-3 
puta vińih citosolskih koncentracija Co u jetrima nego u ńkrgama. Nadalje, prisutnost Co u 
jetrima bila je dominantno vezana uz VMM biomolekule, dok je u ńkrgama bila usporediva u 
svim trima skupinama biomolekula. Iako je najpoznatija uloga Co vezana uz izgradnju 
strukture kobalamina, profili raspodjele Co u jetrima klena ukazuju na znaĉajnu ulogu te 
potrebu daljnjeg istraņivanja VMM biomolekula koje veņu Co.  
Molibden je vaņan esencijalni mikronutrijent koji ĉini katalitiĉki centar vińe od 
pedeset enzima (Ricketts, 2009.) te sluņi kao kofaktor za najmanje sedam enzima (Beers i 
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Berkow, 1998.). Reid (2002.) je uoĉio da se Mo, za razliku od Co, akumulira u jetrima riba 
neovisno o dozi te da ne postoji poznati homeostatski kontrolni sustav za Mo u ribama unatoĉ 
ĉinjenici da je rijeĉ o bitnom mikronutrijentu. Niske citosolske koncentracije Mo u jetrima i 
ńkrgama klena stoga mogu biti objańenjene otkrićem Anana i sur. (2002.), koji su u 
istraņivanjima na kornjaĉama takoĊer izmjerili niske koncentracije Mo u citosolu uslijed 
specifiĉne akumulacije Mo u jezgri i mitohondrijima. Zbog naroĉito niskih citosolskih 
koncentracija Mo u ńkrgama (0,56-8,41 ng mL-1; Dragun i sur., 2016), profile raspodjele bilo 
je moguće odrediti samo za jetra klena. Najveći dio Mo u jetrima bio je eluiran u podruĉju 
VMM biomolekula (62-407 kDa), koje obuhvaćaju poznate enzime kojima je Mo kofaktor, 
poput aldehid oksidaze, ~130 kDa (Uchida i sur., 2003.), sulfit oksidaze, ~120 kDa (Johnson i 
Rajagopalan, 1976.) te Fe-Mo flavoprotein ksantin oksidaze, 275 kDa (Truglio i sur., 2002.). 
Manji dio Mo bio je eluiran u podruĉju JNMM (maksimum na 7,1 kDa). Usporedbom sa 
standardom MT (MM eluiranja nakon SEC-HPLC razdvajanja: 12,5 kDa) utvrdili smo da se 
Mo u jetrima klena ne veņe na MT pri izloņenosti molibdenu u rijeĉnoj vodi do 20 μg L-1. 
Nańi su rezultati bili u skladu s tvrdnjama Rickettsa (2009.) i Reida (2011.) da MT nije 
ukljuĉen u detoksikaciju molibdena kod potoĉne pastrve (Salmo trutta) i kalifornijske pastrve 
(Oncorhynchus mykiss), ĉak ni pri izloņenosti do 1000 mg L-1.  
Mangan u ņivim organizmima ima esencijalnu ulogu u aktivnosti raznih enzima, poput 
Mn-superoksid dismutaze, piruvat karboksilaze, jetrene arginaze, glutamin sintetaze i 
oksalacetat dekarboksilaze te ga moņemo naći i u proteinima poput β-globulina i albumina 
(Fridovich i Freeman, 1986.; Garcia i sur., 2006.; Libor i sur., 1979.; Mogobe i sur., 2015.; 
Singh i Singh 1990.). Niske koncentracije Mn u citosolima jetara i ńkrga klena unatoĉ 
povremeno visokoj izloņenosti u rijeĉnoj vodi moguće je objasniti postojanjem homeostatske 
kontrole, ali i, sliĉno Mo, većom zastupljenońću ovoga metala u mitohondrijima nego u 
citosolu. Dva najvaņnija manganova metaloenzima kod sisavaca, Mn-superoksid dismutaza, 
jedan od najvaņnijih unutarstaniĉnih antioksidacijskih enzima, te piruvat karboksilaza, 
lokalizirana su u mitohondrijima. Profili raspodjele Mn u jetrima ukazuju na njegovu 
prisutnost u tri biomolekulska podruĉja, koja pokrivaju ńiroko podruĉje molekulskih masa (7-
400 kDa): VMM biomolekule (62-407 kDa), SMM biomolekule (36-62 kDa) te NMM 
biomolekule (7-36 kDa). Budući da su koncentracije Mn u citosolu ńkrga bile ĉak do 8 puta 
niņe u usporedbi s koncentracijama Mn u citosolu jetara, pikovi Mn u ńkrgama bili su slabije 
razluĉeni te je Mn bio raspodijeljen unutar istog podruĉju molekulskih masa kao i u jetrima, 
ali u samo dva biomolekulska podruĉja. Prvo podruĉje pokriva VMM i SMM biomolekule 
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(35-310 kDa), a drugo odgovara NMM piku jetara (2-35 kDa). Molekulske mase biomolekula 
s kojima je eluiran najveći dio mangana (VMM i SMM) obuhvaćaju i molekulske mase 
enzima arginaze (100 kDa; Wolf i sur., 2007.) i Mn-superoksid dismutaze (88-95 kDa; 
Fridovich i Freeman, 1986.), kao i molekulske mase poznatih transportnih proteina, albumina 
(66 kDa) i transferina (80 kDa; Martin-Antonio i sur., 2009.). Albumin sudjeluje u transportu 
Mn iz probavnog sustava u jetra, dok transferin veņe Mn u jetrima te u tom obliku predstavlja 
izvor Mn za prijenos u druga tkiva (Schäfer, 2004.).  
Cink je esencijalni element za sve stanice svih poznatih organizama te je nakon Fe 
drugi najzastupljeniji element u tragovima u većini kraljeņnjaka (Vallee, 1986.). Neophodan 
je za razliĉite osnovne biolońke procese, ukljuĉujući metabolizam proteina, nukleinskih 
kiselina, ugljikohidrata i lipida, a takoĊer je ukljuĉen i u rad imunolońkog sustava, 
neurotransmisiju i staniĉnu signalizaciju (Beyersmann, 2002.; Coleman, 1992.; Murakami i 
Hirano, 2008.). Sastavni je dio enzima koji kataliziraju vińe od 50 razliĉitih biokemijskih 
reakcija te je sastavni dio i proteina ukljuĉenih u ekspresiju gena (Hogstrand i sur, 1991.; de la 
Calle Guntiðas i sur., 2002.). Visoke koncentracije cinka u stanicama mogu izazvati 
toksiĉnost za vodene organizme, zbog ĉega je Agencija za zańtitu okolińa SAD-a ukljuĉila Zn 
u popis prioritetnih zagaĊivala (USEPA, 2002.). MeĊutim, ribe su sposobne regulirati 
akumulaciju Zn i odrņavati ga u uskim koncentracijskim rasponima ĉak i pri vrlo viskoj 
izloņenosti u okolińu (Watanabe i sur., 1997). Istraņivanje na jetrima grgeĉa (Perca fluviatilis) 
(Hogstrand i sur. 1991.) pokazalo je da stostruko povećanje ukupne koncentracije Zn u vodi 
dovodi do samo 20% povińene akumulacije Zn u jetrima grgeĉa (Hogstrand i sur., 1991.). 
Kako su koncentracije otopljenog Zn u vodi rijeke Sutle bile vrlo niske (<5 μg L-1; Dragun i 
sur., 2011.), bilo je oĉekivano da će koncentracije citosolskog Zn u jetrima i ńkrgama klena 
biti odrņane unutar bazalnog raspona. Raspodjela Zn u jetrima i ńkrgama klenova 
karakterizirana je slabom razluĉivońću pikova koji pokrivaju ńirok raspon molekulskih masa 
(10 do >600 kDa), ńto ukazuje na vezanje Zn na veliki broj staniĉnih biomolekula. Takav 
rezultat je u skladu sa strukturnim i katalitiĉkim ulogama Zn u brojnim proteinima i 
enzimima. PotvrĊeno je kako kod ljudi vińe od 3.000 proteina veņe Zn, ńto predstavlja 10% 
cjelokupnog ljudskog genoma, dok je kod riba utvrĊeno da 10% svih gena u sekvenciranom 
genomu nosi oznaku vezanja Zn (Andreini i sur., 2006.; Passerini i sur., 2007.). Profili 
raspodjele Zn u jetrima klena obuhvaćali su, dakle, tri glavna pika: VMM (~400 do >600 
kDa), SMM (~35-400 kDa) i NMM (~9-27). Profili raspodjele Zn u ńkrgama klena 
obuhvaćali su ĉetiri glavna pika: VMM1 (~400 do >600 kDa), VMM2 (10-310 kDa), JNMM1 
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(1-5) i JNMM2 (<1). Molekulske mase VMM i SMM biomolekula koje veņu Zn u jetrima i 
ńkrgama klena obuhvaćaju, na primjer, molekulske mase enzima alkohol dehidrogenaze (150 
kDa), transportnog proteina albumina (66 kDa), Cu-Zn superoksid dismutaze (32,5 kDa) i 
ugljiĉne anhidraze (29 kDa) (Sanz-Medel i sur., 2003.; Szpunar i Lobinski, 1999.). U jetrima 
je zabiljeņeno i eluiranje Zn koje se podudara s vremenom eluiranja MT, ńto je u skladu sa 
znaĉajnom ulogom MT, proteina niskih molekulskih masa bogatih cisteinom, u detoksikaciji 
toksiĉnih metala, poput Cd, i odrņavanju homeostaze esencijalnih metala, poput Zn i Cu 
(Coyle i sur., 2002.; Huang i sur., 2004.). U ńkrgama jasno razluĉeni pik cinka u podruĉju 
eluiranja MT nije bio zabiljeņen, ali je uoĉeno eluiranje Zn u JNMM podruĉju biomolekula 
(<5 kDa), i to samo u uzorcima ńkrga s vińim citosolskom koncentracijama cinka. 
Za razliku od esencijalnih metala Co, Mo, Mn i Zn, preostala tri analizirana 
esencijalna elementa, metali Fe i Cu te nemetal Se, imali su ńiri raspon citosolskih 
koncentracija u jetrima klena, dok su u ńkrgama bili prisutni u relativno uskom 
koncentracijskom podruĉju: Fe (jetra: 2,3-16,8 µg mL-1; ńkrge: 3,27-5,50 µg mL-1), Cu (jetra: 
0,45-3,87 µg mL-1; ńkrge: 40,7-76,0 ng mL-1) i Se (jetra: 25,6-229,2 ng mL-1; ńkrge: 59,6-
147,2 ng mL
-1). Ovakvi rezultati ukazuju na pojaĉanu akumulaciju navedenih elemenata u 
jetrima klena, dijelom zbog povećane izloņenosti (na primjer, Fe), a dijelom zbog manje 
izraņene regulacije unosa i pohranjivanja. Zbog ńirokog koncentracijskog raspona navedena 
tri elementa u jetrima klena, bilo je moguće osim opisivanja temeljnih profila raspodjele 
metala/nemetala meĊu biomolekulama razliĉitih molekulskih masa zabiljeņiti i promjene u 
njihovim raspodjelama nastale uslijed povińene akumulacije u jetrima pri umjereno povińenoj 
izloņenosti u rijeĉnoj vodi. Usporedno će biti opisane i temeljne raspodjele Fe, Cu i Se u 
ńkrgama klena. 
Ņeljezo je metal esencijalan za ņivot, jer ima mnogobrojne uloge u fiziolońkim 
funkcijama ņivih organizama. Sastavni je dio metaloproteina hemoglobina koji sudjeluje u 
prijenosu kisika krvlju te citokrom oksidaze koja sudjeluje u mitohondrijskom prijenosu 
elektrona (Bury i sur., 2012.). TakoĊer ima vaņnu ulogu u sintezi DNA (Bury i sur., 2012.) te 
u obrani od bakterijskih infekcija (Vidal i sur., 1993.). Temeljni profili raspodjele Fe meĊu 
citosolskim biomolekulama, kako u jetrima, tako i u ńkrgama klena, ukazali su na prisutnost 
ņeljeza u dva podruĉja citosolskih biomolekula: VMM (150-700 kDa) i SMM (~10-80 kDa). 
Opravdano je pretpostaviti kako VMM biomolekule koje veņu Fe (maksimum na 400 kDa) 
odgovaraju proteinu feritinu (450 kDa), koji je predominantno prisutan u jetrenom tkivu, a 
sluņi za pohranu te odrņavanje Fe u citoplazmi u topljivom, bioraspoloņivom i netoksiĉnom 
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obliku (Martin-Antonio i sur., 2009.; Szpunar i Lobinski, 1999.). Prisutnost Fe u podruĉju 
SMM biomolekula vjerojatno je rezultat vezanja Fe na poznate proteine raznih funkcija, 
poput krvnog proteina hemoglobina (65 kDa), enzima katalaze (60 kDa) (Martin-Antonio i 
sur., 2009.) ili transportnog proteina mioglobina (17 kDa) (Wolf i sur., 2007.). Razlika 
izmeĊu jetara i ńkrga prvenstveno se oĉitovala u povińenoj prisutnosti Fe u feritinskom piku u 
jetrima, dok je u ńkrgama Fe dominantno prisutno u podruĉju SMM biomolekula. Nadalje, u 
jetrima je povińenje citosolskih koncentracija Fe bilo praćeno porastom feritinskog pika, ńto 
ukazuje na znaĉajnu ulogu jetre, ali ne i ńkrga, u skladińtenju Fe. Neves i sur. (2009.) su 
takoĊer potvrdili jaĉu ekspresiju feritina u jetrima, kao glavnom organu za pohranu Fe, u 
usporedbi s mozgom brancina (Dicentrarchus labrax). 
Bakar je neophodan za normalno funkcioniranje svih stanica, a vaņan je sastavni dio 
proteina i enzima (Mumtaz, 2002.). Esencijalni je element za sve aerobne organizme budući 
da se njegov redoks potencijal koristi pomoću mitohondrijske citokrom c oksidaze u 
staniĉnom disanju (Solomon i Lowery, 1993.). Neophodan je i za niz drugih metaboliĉkih 
procesa (npr., stvaranje vezivnog tkiva, stvaranje i odrņavanje mijelina, uklanjanje slobodnih 
radikala superoksida) (Gaetke i sur., 2014.), jer ima vaņnu ulogu kao kofaktor brojnih enzima 
i metaloproteina (Hauser-Davis i sur., 2012.). Glavni organ za pohranjivanje i odrņavanje 
homeostaze Cu su jetra, gdje se sintetizira protein koji sadrņi Cu, ceruloplazmin, koji se 
izluĉuje u krv te predstavlja izvor Cu za sve ostale organe (Harris, 2000.). Profili raspodjele 
Cu meĊu citosolskim biomolekulama u jetrima klena ukazali su na njegovu najizraņeniju 
prisutnost u podruĉju NMM biomolekula (maksimum na 16 kDa), ńto odgovara standardu 
MT, pa se moņe pretpostaviti da se u citosolu jetara Cu dominantno veņe na taj protein. Nańi 
su rezultati pokazali da u citosolu jetara klena MT ima dominantnu ulogu u vezanju, a tako i 
detoksikaciji Cu. To je potvrĊeno i porastom prisutnosti Cu u najvećoj mjeri u podruĉju MT 
pri povińenju citosolskih koncentracija Cu u jetrima. Manja koliĉina Cu u jetrima bila je 
raspodijeljena i unutar SMM biomolekulskog podruĉja (27-62 kDa), ńto moņe ukazivati na 
vezanje Cu na poznate biomolekule raznih funkcija, poput superoksid dismutaze (32 kDa, 
Richardson i sur., 1975.) ili ugljiĉne anhidraze (29 kDa). Sanchez i sur. (2005.) smatrali su 
kako vezanje Cu na biomolekule superoksid dismutaze ukazuje na bitnu ulogu Cu u zańtiti od 
oksidacijskog stresa, dok su Vutukuru i sur. (2006.) ukazali na vezanje Cu na superoksid 
dismutazu kao na potencijalni rizik od inhibicijskog uĉinka na taj antioksidacijski enzim, ńto 
znaĉi da je potrebno razmotriti znaĉaj prisutnosti Cu u podruĉju molekulskih masa vińih od 
molekulske mase MT. Raspodjela Cu u ńkrgama klena otkrila je da se znaĉajan dio ovoga 
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metala pojavljuje u podruĉju VMM biomolekula (60 do >600 kDa), ńto nije uoĉeno kod 
jetara klena. No, sliĉno jetrima, dominantna koliĉina Cu eluirana je u podruĉju SMM 
biomolekula (5-60 kDa), koje obuhvaćaju i molekulsku masu MT. Vezanje na MT ipak je bilo 
izraņenije i jasnije u jetrima, vjerojatno zbog znaĉajnije uloge jetara u pohranjivanju Cu. 
Zanimljivo je da je, za razliku od jetara, u uzorcima s povińenom koncentracijom citosolskog 
Cu u ńkrgama bilo uoĉeno pojaĉano vezanje Cu na VMM biomolekule, koje mogu obuhvaćati 
albumin (66 kDa), ceruloplazmin (151 kDa; Boivin i sur., 2001.), β-amilazu (200 kDa) ili 
transkuprein (270 kDa; Liu i sur., 2007.), a koje moņe ukazivati na povećani rizik od 
toksiĉnog uĉinka bakra.  
Selen je nemetal, esencijalni element za ņive organizme, ali s vrlo uskim rasponom 
esencijalnosti i toksiĉnosti (Jukola i sur., 1996.). Biolońka uloga Se primarno se odnosi na 
njegovu ugradnju u proteine te ga, na primjer, nalazimo kao sastavni dio glutation 
peroksidaze i vitamina E (Watanabe i sur., 1997.). MeĊutim, za većinu selenoproteina riba 
funkcije joń nisu poznate te se vrlo malo zna o njegovom metaboliziranju u ribama (Hauser-
Davis i sur., 2012.). Profili raspodjele Se u jetrima klena pokazali su da je mali dio Se u 
jetrima eluiran u VMM podruĉju (60-400 kDa), a najveći dio u NMM podruĉju (7-60 kDa), 
ńto je ukazivalo na vjerojatno vezanje ovoga nemetala na poznate selenoproteine koji su 
katalitiĉki aktivni u redoks procesima (Hauser-Davis i sur., 2012.), poput glutation 
peroksidaze (85 kDa, Shulgin i sur., 2008.), jodotironin dejodinaze (10-30 kDa) ili 
tioredoksin reduktaze (66 kDa, Larsson, 1973.). Paliwal i sur. (1986.) su u svojim 
istraņivanjima utvrdili kako i odreĊena izoforma MT pokazuje afinitet za jedinstveno vezanje 
Se, dok su Ferrarello i sur. (2002.) istaknuli da vezanje Se na MT ima sinergistiĉku zańtitnu 
uloga protiv toksiĉnosti drugih teńkih metala. S druge strane, Iwai i sur. (1988.) utvrdili su da 
se radioaktivno obiljeņeni Se uglavnom eluira u podruĉju molekulskih masa većih od MT, ńto 
je u skladu s nańim rezultatima. I u nańem je istraņivanju na jetrima klena uoĉeno da je samo 
veoma mala koliĉina Se prisutna u rubnom podruĉju NMM biomolekula, ńto moņe ukazivati 
na vezanje na MT. Nadalje, manja je koliĉina Se u jetrima klena bila raspodijeljena i u 
podruĉju JNMM biomolekula (<2 kDa). Profili raspodjele Se meĊu citosolskim 
biomolekulama u ńkrgama bili su usporedivi s profilima u jetrima te su obuhvaćali tri pika 
(VMM, NMM i JNMM), uz tu razliku ńto se u ńkrgama većina Se veņe uz JNMM 
biomolekule. Moguće je pretpostaviti kako se radi o selenospojevima jako niskih molekulskih 
masa koji su uĉinkoviti u obrani organizama od oksidacijskog stresa, poput nedavno 
identificiranog organskog selenovog spoja u tuni (Thunnus orientalis), selenoneina (~0.5 kDa; 
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Yamashita i Yamashita, 2010.; Yamashita i sur., 2012.), ili selenometionina (~0.2 kDa; Klotz 
i sur., 2003.). Povećanje citosolskih koncentracija Se u jetrima rezultiralo je izraņenijom 
prisutnońću u NMM podruĉju, dok se povećanje citosolskih koncentracija Se u ńkrgama 
uglavnom odraņavalo u povećanoj prisutnosti u JNMM podruĉju, ńto je bilo u skladu s 
temeljnim profilima raspodjele obaju organa.  
Dobro je poznato da su neesencijalni elementi Cd i Pb toksiĉni i pri vrlo niskoj 
izloņenosti, uslijed ĉinjenice da u organizmima riba nije razvijena uĉinkovita regulacija 
bioakumulacije neesencijalnih elemenata (Heath, 1995.). U jetrima klena uoĉeno je da su od 
svih ispitivanih metala najńiri koncentracijski raspon imali upravo Cd (3,4-59,4 ng mL-1) i Pb 
(<granice detekcije (0.10 ng mL
-1
) do 44,2 ng mL
-1). Bioakumulacija u ńkrgama za oba 
metala bila je neńto slabije izraņena pa su analize raspodjele provedene samo za Cd (0,48-1,03 
ng mL
-1), dok profile za Pb nije bilo moguće jasno definirati. Prepoznavanje staniĉnih 
komponenata, odnosno biomolekula na koje se veņu Cd i Pb u jetrima te Cd u ńkrgama pri 
niņim i vińim razinama izloņenosti znaĉajan je korak u razumijevanju njihovih potencijalnih 
toksiĉnih uĉinaka na klena. 
Kadmij je neesencijalni metal ĉiji je toksiĉni uĉinak otkriven poĉetkom 20. stoljeća 
kada je porasla njegova uporaba u industriji (Schäfer i sur., 1999.). Veņe se na metaloproteine 
kompeticijom sa Fe, Mn, Zn, Cu i drugim esencijalnim elementima, pri ĉemu dolazi do 
pogreńnog smatanja proteina, proizvodnje reaktivnih kisikovih radikala ili reaktivnih spojeva 
duńika, ńto sve moņe dovesti do oksidacijskih ońtećenja te smrti stanice (Sarkar i sur., 2013.; 
Sedak i sur., 2015.). Temeljna raspodjela Cd u jetrima i ńkrgama klena ukazuje na 
dominantnu prisutnost Cd u podruĉje NMM biomolekula (5-30 kDa), ńto po vremenu 
eluiranja i molekulskoj masi odgovara standardu proteina MT. Pri porastu citosolskih 
koncentracija Cd u jetri 10-15 puta, većina dodatne bioakumulirane koliĉine Cd veņe se i 
dalje na MT, ńto potvrĊuje dobro poznati visoki afinitet Cd za vezanje na MT, kao 
mehanizam zańtite od toksiĉnosti (Roesijadi, 1992.; Park i sur., 2001.). No, pri povińenju 
citosolskih koncentracija Cd u jetri, uoĉeno je i dodatno vezanje Cd na SMM biomolekule 
(35-100 kDa), ńto je pokazatelj da pri povećanoj bioakumulaciji Cd u jetrima moņda ne 
dolazi do njegove potpune detoksikacije putem vezanja na MT, već se dio Cd veņe i na druge 
biomolekule vińih molekulskih masa, ńto ostavlja mogućnost razvoja toksiĉnih uĉinaka. U 
ńkrgama već pri relativno niskim citosolskim koncentracijama postoji naznaka raspodjele Cd 
unutar podruĉja VMM i SMM biomolekula. Poznata je ĉinjenica da se detoksikacija Cd 
odvija primarno putem glutationa (GSH) i MT pa nepotpuna detoksikacija Cd moņe dovesti 
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do kompeticije toga metala s esencijalnim metalima za vezna mjesta na drugim vaņnim 
biomolekulama te potencijalno dovesti do staniĉnih ońtećenja (McGeer i sur., 2012.). Stoga je 
potrebno provesti daljnja istraņivanja, po mogućnosti pri izloņenosti vińim koncentracijama 
Cd, kako bi bilo toĉnije utvrĊeno na koje se biomolekule osim MT Cd veņe kada je u 
stanicama prisutan u povińenim koncentracijama te odraņava li njegovo vezanje na SMM 
biomolekule dodatni oblik detoksikacije ili mogućnost za razvoj toksiĉnih uĉinaka. Matz i 
Krone (2007.) te Kwong i sur. (2011.) u svojim su istraņivanjima predloņili da osim GSH i 
MT u fiziolońkim promjenama vezanima uz zańtitu stanica kod riba izloņenih Cd znaĉajnu 
ulogu igra i indukcija proteina toplinskog stresa, HSP70 i HSP90, ĉije su molekulske mase 
takoĊer obuhvaćene kadmijevim SMM-pikom, kao i molekulska masa transferina (80 kDa), 
koji je nedavno prepoznat kao glavni protein koji veņe Cd u krvnoj plazmi ńarana (Cyprinus 
carpio) (De Smet i sur., 2001.).  
Olovo se ubraja u metale koji su izrazito ńtetni za zdravlje (Permyakov, 2009.) te je 
kao i Cd europskom Okvirnom direktivom o vodama ukljuĉeno u popis prioritetnih toksiĉnih 
zagaĊivala (EU ODV; EPCEU, 2008.). Toksiĉni uĉinci olova povezani su s njegovim 
interakcijama s enzimima, ĉija je aktivnost ovisna o prisutnosti slobodnih sulfhidrilnih (SH) 
skupina s kojima olovo stvara merkaptide (Duraković i Labar, 2000.; Goering, 1993.). 
Organizam tada te skupine vińe ne moņe koristiti za stvaranje hemoglobina i citokroma. Već 
vrlo niske koncentracije olova inhibiraju i Na
+
,K
+
-ATP-azu, ńto rezultira povećanom 
krhkońću eritrocita i skraćivanjem njihova vijeka trajanja (Duraković i Labar, 2000.). Olovo 
se u organizmu najvińe apsorbira u kostima, a od mekih tkiva u jetrima i bubrezima (Sedak i 
sur., 2015.). Profili raspodjele Pb u jetrima klena ukazali su na dominantnu prisutnost Pb u 
podruĉju SMM biomolekula (35-240 kDa), ńto moņe ukazivati na njegov potencijal za 
toksiĉno djelovanje. Preostala koliĉina Pb bila je raspodijeljena izmeĊu nekoliko manjih 
pikova meĊu kojima se istiĉe NMM pik (9-20 kDa), koji odgovara podruĉju eluiranja MT. O 
eluiranju Pb u podruĉju MT izvijestili su i Paviĉić i sur. (1993.) kod dagnji (Mytilus sp.) 
izloņenih smjesi metala (Cd, Cu i Pb). No, nekoliko je drugih autora izvijestilo o izostanku 
indukcije MT olovom u tkivima riba (Reichert i sur., 1979; Roesijadi i Robinson, 1994). 
Budući da je Pb slabiji inducer MT u usporedbi s drugim metalima kao ńto su Cd i Zn 
(Waalkes i Klaassen, 1985.), moguće je da je uoĉeno vezanje Pb na MT povezano sa 
stvaranjem inkluzijskog tijela prilikom detoksikacije Pb uklapanjem u granule (Mager, 
2012.).  
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4.2. Raspodjela esencijalnih (Co, Fe, Mn, Mo, Se, Cu i Zn) i neesencijalnog (Cd) 
elementa meĊu citosolskim biomolekulama razliĉitih molekulskih masa u jetrima 
i škrgama vardarskog klena (S. vardarensis) iz triju makedonskih rijeka 
Istraņivanje provedeno na klenu (S. cephalus) nadalje je prońireno na srodnu vrstu, 
pripadnika istoga roda Squalius, vardarskog klena (S. vardarensis) iz triju razliĉito 
oneĉińćenih makedonskih rijeka. Cilj je bio utvrditi temeljne profile raspodjele meĊu 
citosolskim biomolekulama razliĉitih molekulskih masa, kao i njihove promjene za iste 
elemente kao i kod klena (S. cephalus), odnosno za esencijalne elemente Co, Fe, Mn, Mo, Se, 
Cu i Zn te neesencijalne elemente Cd i Pb, u jetrima i ńkrgama kao ciljnim organima, pod 
razliĉitim uvjetima izloņenosti metalima. Rezultati ovog dijela istraņivanja objavljeni su u 
radovima pod rednim brojem 3 u popisu znanstvenih radova (str. 57-70). Instrumentalna 
mogućnost detektiranja pojedinih elemenata, meĊutim, ograniĉila je nańe istraņivanje na 
odreĊivanje raspodjela Co, Fe, Mn, Mo, Se, Cu, Zn i Cd u jetrima te Fe, Mo, Se, Zn i Cd u 
ńkrgama vardarskog klena. Ovakav istraņivaĉki pristup omogućio nam je usporedbu 
raspodjela, odnosno sudbine navedenih elemenata u jetrima i ńkrgama dvaju srodnih ribljih 
vrsta te procjenu mogu li se navedene vrste koristiti usporedno u monitoringu udaljenih 
slatkovodnih sustava.  
Vardarski klenovi korińteni u ovome istraņivanju uzorkovani su u rijekama Bregalnici, 
Krivoj Reci i Zletovskoj Reci u sjeveroistoĉnoj Makedoniji u svibnju i lipnju 2012. godine. 
Rijeka Bregalnica karakterizirana je blaņim oneĉińćenjem metalima u usporedbi s drugim 
dvjema rijekama, a izvor oneĉińćenja predstavljalo je ispiranje poljoprivrednog tla, u najvećoj 
mjeri riņinih polja (Ramani i sur., 2014.; Stipaniĉev i sur., 2017.). Rijeke Kriva i Zletovska 
izloņene su utjecaju otpadnih voda iz aktivnih rudnika Pb i Zn, Toranica i Zletovo (Ramani i 
sur., 2014.). Od analiziranih osam elemenata, u rijeci Bregalnici naĊene su najvińe 
koncentracije otopljenog Fe i Mo (Fe, 61,3±3,4 μg L-1; Mo, 0,950±0,010 μg L-1), u Zletovskoj 
Reci otopljenog Cd, Co, Cu, Mn i Zn (Cd, 0,272±0,002 μg L-1; Co, 1,51±0,01 μg L-1; Cu, 
3,38±0,07 μg L-1; Mn, 351,9±6,5 μg L-1; Zn, 197,0±2,9 μg L-1) te u Krivoj Reci otopljenog Cd 
(Cd, 0,270±0,009 μg L-1) (Ramani i sur., 2014.). U makedonskim rijekama povińene 
koncentracije u rijeĉnoj vodi u usporedbi s rijekom Sutlom, uslijed utjecaja aktivnih rudnika, 
naĊene su za metale Mn i Zn, ńto nam je omogućilo da promjene koje se dogaĊaju u 
citosolskim raspodjelama pri izrazito visokoj izloņenosti u rijeĉnoj vodi utvrdimo za veći broj 
elemenata. Zanimljivo je spomenuti da su u vardarskim klenovima iz navedenih rijeka 
provedene i histolońke analize na vińe organa (Barińić i sur., 2015.; Jordanova i sur., 2016., 
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2017.) te su zapaņena izraņenija ońtećenja na ńkrgama, jetrima i slezeni riba iz rijeka 
oneĉińćenih rudniĉkim otpadom, a napose iz Zletovske Reke, u kojoj je zabiljeņena i 
najizraņenija bioakumulacija brojnih metala u jetrima i ńkrgama vardarskih klenova (Dragun i 
sur., 2019.). Kao i u istraņivanju na klenu iz rijeke Sutle, za analize smo primijenili 
kombinaciju frakcioniranja citosola jetara i ńkrga pomoću SEC200-HPLC-a te mjerenja 
metala/nemetala pomoću HR ICP-MS-a, kao i svrstavanje biomolekula na temelju njihovih 
molekulskih masa u ĉetiri skupine (VMM, SMM, NMM i JNMM). Budući da su neke od 
biomolekula koje veņu metale i sluņe u njihovoj detoksikaciji, poput MT, toplinski stabilne na 
vrlo visokim temperaturama (Dragun i sur., 2009.; Lavradas i sur., 2016.), istraņivanje na 
vardarskom klenu je osim na ukupnim citosolima provedeno i na citosolima toplinski 
obraĊenima na 70°C (Erk i sur., 2002.). Metali vezani na toplinski stabilne proteine i peptide 
smatraju se detoksiciranim frakcijama metala u stanici, dok su biomolekule osjetljive na 
visoke temperature definirane kao staniĉna frakcija osjetljiva na metale i podloņna njihovom 
toksiĉnom djelovanju (Giguère i sur., 2006.; Goto i Wallace, 2010., Rosabal i sur., 2015.). Uz 
iznimku iscrpnih studija toplinski stabilnih proteina MT (npr., Goenaga Infante i sur., 2006.; 
Hauser-Davis i sur., 2012., Mason i sur., 2004.; Rodríguez-Cea i sur., 2003.), prema nańim 
saznanjima u znanstvenoj literaturi nema informacija o drugim toplinski stabilnim 
biomolekulama koje veņu metale/nemetale u jetrima i ńkrgama riba. Za analize raspodjela 
metala/nemetala u toplinski obraĊenim citosolima primijenjena je SEC75-HPLC metoda 
(kolona Superdex 75, raspon razdvajanja 3-70 kDa) te je u citosolima jetara i ńkrga 
vardarskog klena utvrĊena prisutnost toplinski stabilnih molekula koje veņu Mo, Se, Cu, Zn i 
Cd. 
Citosolske koncentracije Co u analiziranim jetrima vardarskog klena iz triju 
makedonskih rijeka nalazile su se u rasponu od 2,56-5,54 ng mL
-1
. Kobalt je bio raspodijeljen 
meĊu ĉetiri pika, jedan u VMM podruĉju, jedan u SMM i dva u JNMM podruĉju. Najveći dio 
citosolskog Co u jetrima bio je vezan uz VMM biomolekule (~110-380 kDa), ńto je u skladu s 
prethodnim istraņivanjima koja su pokazala da ioni Co imaju visoki afinitet za vezanje na 
enzimske proteine visokih molekulskih masa (Paustenbach i sur., 2013.; Wojcieszek i Ruzik, 
2016.). Dominantno vezanje Co za VMM biomolekule uoĉeno je i u jetrima pastrve (Salmo 
trutta; Dragun i sur., 2018.), kao i u jetrima grgeĉa (P. flavescens; Caron i sur., 2018.). Znatno 
manje koliĉine Co bile su vezane uz SMM biomolekule (~30-85 kDa), kao i uz JNMM 
biomolekule (<5 kDa), unatoĉ već prije spomenutoj znaĉajnoj ulozi Co u izgradnji 
kobalamina (vitamin B12; Blust, 2012.), kao i znaĉajnoj ulozi jetara u njegovom metabolizmu 
 Rasprava  
 
104  
(Wang i sur., 2001.). Zbog relativno uskog raspona citosolskih koncentracija Co u 
analiziranim uzorcima, razlike u njegovoj citosolskoj raspodjeli pri razliĉitim razinama 
bioakumulacije bile su jedva uoĉljive. Povińenjem citosolskih koncentracija Co u jetrima 
vardarskog klena dolazi tek do slabog porasta u VMM podruĉju, dok u drugim 
biomolekulskim podruĉjima nije bilo razlike, zbog ĉega bi se dodatna pozornost trebala 
posvetiti upravo prouĉavanju VMM biomolekula na koje se veņe Co. Zbog niskih citosolskih 
koncentracija Co u ńkrgama, njegovu raspodjelu nije bilo moguće odrediti za taj organ 
vardarskog klena.  
Citosolske koncentracije Fe u analiziranim vardarskim klenovima iz triju 
makedonskih rijeka nalazile su se u rasponu od 6,4 do 14,7 µg mL-1 te u jetrima od 5,5 do 
28,5 µg mL-1 u ńkrgama. Profili raspodjele Fe meĊu citosolskim biomolekulama, kako u 
jetrima tako i u ńkrgama vardarskog klena, ukazali su na njegovu prisutnost u dva podruĉja 
citosolskih biomolekula, u VMM podruĉju (230-630 kDa) te u SMM podruĉju (24-51 kDa), 
ńto je uoĉeno i u jetrima potoĉne pastrve (S. trutta; Dragun i sur., 2018.). Razlika raspodjele 
Fe izmeĊu dvaju organa bila je u tome ńto je u jetrima koliĉina Fe eluirana unutar VMM 
podruĉja bila usporediva ili vińa nego u SMM podruĉju, dok je u ńkrgama većina Fe bila 
eluirana unutar SMM podruĉja te je prisutnost Fe u VMM podruĉju bila zabiljeņena samo u 
uzorku s najvińom citosolskom koncentracijom Fe (28,5 μg mL-1). Kao ńto je već navedeno u 
istraņivanju na klenu (S. cephalus), VMM podruĉje obuhvaća molekulsku masu skladińnog 
proteina feritina (450 kDa) (Szpunar i Łobiński, 1999.; Martin-Antonio i sur., 2009.), dok bi 
raspodjela Fe unutar SMM podruĉja mogla biti rezultat vezanja Fe na razne poznate 
funkcionalne proteine ņeljeza. Povińenje citosolskih koncentracija Fe u jetrima rezultiralo je 
povećanim eluiranjem Fe u VMM feritinskom podruĉju ńto je u skladu s pojaĉanom sintezom 
feritina pri povećanoj dostupnosti Fe (Torti i Torti, 2002.). Nasuprot tome, u ńkrgama je 
povećanje citosolskog Fe uglavnom rezultiralo povećanim eluiranjem unutar SMM 
biomolekulskog podruĉja, izuzev u uzorku s najvińom citosolskom koncentracijom Fe. 
Dobiveni rezultati potvrdili su znaĉajniju ulogu jetre nego ńkrga vardarskog klena u 
skladińtenju Fe. 
Citosolske koncentracije Mn u analiziranim jetrima vardarskog klena iz triju 
makedonskih rijeka nalazile su se u rasponu 214,5 do 408,6 ng mL
-1
. Profili raspodjele za 
esencijalni element Mn odreĊeni su samo za jetra zbog niske citosolske koncentracije u 
ńkrgama vardarskog klena. Mangan je u jetrima bio raspodijeljen unutar dvaju slabo 
razluĉenih pikova u VMM (~85-380 kDa) i SMM (24-85 kDa) podruĉju biomolekula, pri 
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ĉemu SMM podruĉje obuhvaća molekulske mase proteina ukljuĉenih u transport Mn, 
albumina (66 kDa) i transferina (80 kDa; Martin-Antonio i sur., 2009.), kao ńto je već uoĉeno 
i kod klena (S. cephalus). Sliĉan profil raspodjele Mn zabiljeņen je i u jetrima potoĉne pastrve 
(S. trutta; Dragun i sur., 2018.). Profili raspodjele Mn bili su usporedivi u svim uzorcima 
jetara vardarskog klena iz svih triju rijeka, a pri porastu citosolskih koncentracija ponekad je 
dońlo do porasta eluiranja Mn u VMM podruĉju, a ponekad u SMM podruĉju biomolekula.  
Citosolske koncentracije Mo u analiziranim vardarskim klenovima iz triju 
makedonskih rijeka nalazile su se u rasponu od 12,6 do 26,6 ng mL
-1
 u jetrima te od 2,55 do 
3,05 ng mL
-1
 u ńkrgama. Profili citosolskih raspodjela za esencijalni element Mo odreĊeni su 
samo za jetra zbog znatno niņih citosolskih koncentracija u ńkrgama vardarskog klena. 
Molibden je u jetrima bio raspodijeljen unutar ńirokog podruĉja molekulskih masa u VMM 
podruĉju biomolekula (100 do >600 kDa), ńto ukazuje na njegovo vezanje za veliki broj 
citosolskih biomolekula, ukljuĉujući i razliĉite enzime kojima Mo sluņi kao kofaktor (Beers i 
Berkow, 1998.), poput aldehid oksidaze (~130 kDa; Uchida i sur., 2003.), sulfid oksidaze (~ 
120 kDa; Johnson i Rajagopalan, 1976.) ili Fe-Mo flavoprotein ksantin oksidaze (275 kDa, 
Truglio i sur., 2002.). Sliĉni profili raspodjele, s eluiranjem Mo u podruĉju biomolekula 
molekulskih masa od 100 do 500 kDa, opisani su za jetra potoĉne pastrve (S. trutta; Dragun i 
sur., 2018.) te jetra grgeĉa (P. flavescens; Caron i sur., 2018.). Nadalje, manji dio Mo bio je 
eluiran i u podruĉju JNMM biomolekula (3-7 kDa). Povińenje citosolskih koncentracija u 
jetrima vardarskog klena odrazilo se na njegovom pojaĉanom eluiranju dominantno unutar 
VMM podruĉja, potvrĊujući prevladajuće vezanje Mo na VMM biomolekule. Nakon 
toplinske obrade citosola jetara, povećava se prisutnost Mo u podruĉju JNMM biomolekula 
(5-9 kDa), ńto ukazuje na preraspodjelu Mo meĊu citosolskim biomolekulama ili na 
razgradnju većih proteina/peptida osjetljivih na visoke temperature na manje toplinski stabilne 
molekule koje veņu Mo. Primjenom SEC75-HPLC-a uspjeli smo provesti analizu citosolske 
raspodjele Mo i za ńkrge. U ńkrgama takoĊer nalazimo Mo vezan na toplinski stabilne 
biomolekule unutar JNMM podruĉja (5-11 kDa), ali je njegova prisutnost usporediva prije i 
nakon toplinske obrade. 
Citosolske koncentracije Se u analiziranim vardarskim klenovima iz triju 
makedonskih rijeka nalazile su se u rasponu od 85,8 do 631,1 ng mL
-1
 u jetrima te od 57,9 do 
469,0 ng mL
-1
 u ńkrgama. Profili raspodjele Se u jetrima vardarskog klena pokazuju njegovu 
prisutnost u ńirokom biomolekulskom podruĉju, i to vezanog na VMM (110-300 kDa), 
NMM (20-50 kDa) i JNMM biomolekule (2-5 kDa i <2 kDa). Raspodjela Se u ńkrgama 
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razlikovala se samo po izostanku vezanja Se na VMM biomolekule, a bila je karakterizirana 
eluiranjem Se u ońtrom, jasno odvojenom piku u JNMM podruĉju (<2 kDa), ńto moņe 
ukazivati na prisutnost nisko molekulskih selenospojeva koji djeluju kao jaki ĉistaĉi 
slobodnih radikala te su uĉinkoviti u obrani od oksidacijskog stresa (npr., selenometionin, 
~0,2 kDa, Klotz i sur., 2003.; selenonein, ~0,5 kDa, Yamashita i Yamashita, 2010.; 
Yamashita i sur., 2012.). Pri povińenim koncentracijama Se u ńkrgama javlja se povećanje Se-
pika iskljuĉivo u JNMM podruĉju, dok se u jetrima javlja i povińenje NMM pika, ńto moņe 
ukazivati na vezanje Se na selenoproteine katalitiĉki aktivne u redoks procesima, poput 
glutation peroksidaze, jodotironin dejodinaze i tioredoksin reduktaze (Hauser-Davis i sur., 
2012.). Nadalje, u citosolima jetara vardarskog klena utvrĊena je prisutnost toplinski stabilnih 
biomolekula koje veņu Se unutar dvaju JNMM podruĉja (3-6 kDa; 0,5-1,6 kDa), a u ńkrgama 
samo unutar drugog JNMM podruĉja (0,5-1,3 kDa), ńto je moguće povezati s nekim 
peptidima ili aminokiselinama koji sadrņe Se, poput selenocisteina (Se-Cys) i 
selenometioneina (Se-Met) (Rahmanto i Davies, 2012.). 
Citosolske koncentracije Cu u analiziranim jetrima vardarskog klena iz triju 
makedonskih rijeka nalazile su se u rasponu od 1,67 do 6,54 µg mL-1. Profili citosolskih 
raspodjela za esencijalni element Cu odreĊeni su samo za jetra zbog znatno niņih citosolskih 
koncentracija u ńkrgama vardarskog klena. Profili raspodjele Cu meĊu citosolskim 
biomolekulama u jetrima vardarskog klena ukazali su na dominantnu prisutnost ovoga metala 
samo u podruĉju NMM biomolekula (7-40 kDa), ńto odgovara molekulskoj masi i vremenu 
eluiranja standarda MT te ukazuje na vezanje Cu na MT. Dominantno vezanje Cu za MT-
frakciju opisano je i za jetra grgeĉa (P. flavescens; Caron i sur., 2018.), jegulje (Anguilla 
anguilla; Van Campenhout i sur., 2008.; Rodriguez-Cea i sur., 2003.) i babuńke (Carassius 
gibelio; Van Campenhout i sur., 2010.). Povińenjem citosolskih koncentracija Cu dolazi do 
vidljivog porasta u MT-podruĉju, ńto je u skladu s najvećim kapacitetom za indukciju MT u 
tkivima koja su aktivna u uzimanju, skladińtenju i izluĉivanju elemenata u tragovima, poput 
ńkrga, crijeva, jetara i bubrega (Roesijadi i Robinson, 1994.). Nadalje, pri povińenju citosolske 
koncentracije Cu opaņeno je i ńirenje NMM pika prema vińim molekulskim masama, ńto bi 
moglo ukazivati na vezanje Cu i na druge citosolske biomolekule pri njegovoj povińenoj 
bioakumulaciji, na primjer superoksid dismutazu (32 kDa), kao znak bitne uloge Cu u zańtiti 
stanica od oksidacijskog stresa (Sanchez i sur., 2005.).  
Citosolske koncentracije Zn u analiziranim vardarskim klenovima iz triju 
makedonskih rijeka nalazile su se u rasponu od 3,51-8,37 µg mL-1 u jetrima te od 4,28-14,4 
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µg mL-1 u ńkrgama. U jetrima vardarskog klena Zn je bio raspodijeljen u tri biomolekulska 
podruĉja: VMM (>500 kDa), SMM (30-400 kDa) i NMM (7-24 kDa), pri ĉemu je 
najizraņenija prisutnost Zn bila u uskom, ońtrom piku u NMM podruĉju ńto odgovara 
vremenu eluiranja i molekulskoj masi MT, koji sudjeluje u transportu i homeostazi Zn 
(Sakulsak, 2012.). Usporedivi profili Zn dobiveni su za jetra potoĉne pastrve (S. trutta) iz 
rijeke Krke (Dragun i sur., 2018.). U ńkrgama, manji dio Zn eluiran je u VMM podruĉju 
(>400 kDa), a najveći dio unutar jednog ńirokog podruĉja molekulskih masa s maksimumom 
u SMM podruĉju (~10-300 kDa, s maksimumom na 85 kDa), koje obuhvaća i neke dobro 
poznate proteine koji sadrņe Zn, poput alkohol dehidrogenaze (150 kDa, Szpunar i Łobiński, 
1999.). Za razliku od jetara, u ńkrgama jasno vezanje Zn na MT podruĉje nije bilo uoĉeno. 
Raspodjela Zn meĊu biomolekulama u jetrima i ńkrgama bila je usporediva u svim uzorcima 
iz svih triju rijeka i nije bilo moguće jasno utvrditi promjene u raspodjeli Zn kao rezultat 
njegove povećane bioakumulacije. 
Citosolske koncentracije Cd u analiziranim vardarskim klenovima iz triju 
makedonskih rijeka nalazile su se u rasponu od 2,38 do 68,2 ng mL
-1
 u jetrima te od 0,34 do 
30,0 ng mL
-1
 u ńkrgama. Sliĉno bakru, i Cd je bio raspodijeljen unutar jednog jasnog i uskog 
NMM podruĉja biomolekula (7-24 kDa) u oba organa vardarskog klena, ńto po vremenu 
eluiranja i molekulskoj masi odgovara standardu MT. Kadmij je snaņan inducer MT, koji 
sluņi kao mehanizam zańtite od njegove toksiĉnosti (Park i sur., 2001.; Roesijadi, 1992.). 
Povińenje citosolskih koncentracija Cd u uzorcima jetara i ńkrga vardarskog klena iz 
Zletovske Reke i Krive Reke, koje su izloņene utjecaju oneĉińćenja iz rudnika, rezultiralo je 
proporcionalnim povećanjem eluiranja Cd unutar MT podruĉja, dok vezanje Cd na druge 
biomolekule nije bilo uoĉeno. Dominantno eluiranje Cd u MT frakciji, kao i porast prisutnosti 
Cd vezanog za MT pri povińenju njegove bioakumulacije u jetrima zabiljeņen je i kod potoĉne 
pastrve (S. trutta; Dragun i sur. 2018.). Ovakav rezultat upućuje na gotovo potpunu 
detoksikaciju Cd u oba organa vardarskog klena u ispitivanim uvjetima, ńto su već prije 
Lavradas i sur. (2016.) pokazali za smeĊe dagnje (Perna perna). Analizom toplinski 
obraĊenih citosola jetara i ńkrga vardarskog klena potvrĊena je prisutnost toplinskih stabilnih 
proteina koji veņu Cd, najvjerojatnije MT, u podruĉju NMM biomolekula (10-30 kDa). 
PotvrĊeno je i istovremeno vezanje Cu i Zn na te iste toplinske stabilne biomolekule u jetrima 
vardarskog klena. No, zanimljiv je nalaz izostanak vezanja Zn na toplinski stabilnu MT 
frakciju u ńkrgama vardarskog klena, ńto je u skladu s rezultatima prethodno dobivenim za 
klena (S. cephalus).  
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Rezultati ostvareni za dvije vrste klena (klen, S. cephalus, i vardarski klen, S. 
vardarensis) pokazali su da su raspodjele metala/nemetala meĊu citosolskim biomolekulama 
razliĉitih molekulskih masa u jetrima i ńkrgama kao ciljnim organima većinom jednake u 
objema vrstama, ńto omogućuje usporedbu rezultata dobivenih primjenom ovih dviju srodnih 
vrsta u monitoringu udaljenih slatkovodnih sustava. IzmeĊu dviju vrsta klena nije bilo razlika 
u citosolskim raspodjelama Fe, Se i Cd u ńkrgama, kao ni u citosolskim raspodjelama Co, Cu, 
Fe, Mn, Mo i Se u jetrima. Manje razlike zabiljeņene su za citosolske raspodjele Zn u jetrima i 
ńkrgama te Cd u jetrima. Iako je u jetrima obiju vrsta klena uoĉeno vezanje Zn na NMM 
biomolekule (MT), to je vezanje bilo puno jasnije vidljivo u jetrima vardarskog klena. 
Nadalje, vezanje Zn na JNMM biomolekule (<5 kDa) u ńkrgama uoĉeno je samo kod klena 
(S. cephalus). U jetrima klena pri vińim je koncentracijama uz vezanje Cd na NMM 
biomolekule (MT) uoĉeno i vezanje Cd na SMM biomolekule (35-100 kDa), ńto nije uoĉeno 
kod vardarskog klena gdje je sav Cd bio vezan na MT. Postoji mogućnost da izraņenije 
vezanje Zn i Cd na MT u jetrima vardarskog klena ukazuje na snaņniju sposobnost 
detoksikacije te vrste ili na prilagodbu uvjetima povećane izloņenosti metalima u rijekama 
oneĉińćenim rudniĉkim otpadom. 
4.3. Karakterizacija i identifikacija odabranih citosolskih biomolekula u jetrima i 
škrgama vardarskog klena (S. vardarensis) primjenom dvodimenzionalne 
tekućinske kromatografije visoke djelotvornosti (SEC-AEC-HPLC) i dviju 
tehnika spektrometrije masa (MALDI-TOF-MS i LC-MS/MS) 
Nakon opisanih temeljnih raspodjela devet odabranih metala/nemetala u jetrima i 
ńkrgama klena (S. cephalus) i vardarskog klena (S. vardarensis), sljedeći je korak u 
istraņivanju bio pobliņa karakterizacija i identifikacija nekoliko odabranih biomolekula koje 
veņu Fe, Cd, Cu, Zn i Mo u jetrima i ńkrgama vardarskog klena. Radi nastavka istraņivanja, 
provedeno je dodatno uzorkovanje u makedonskim rijekama Bregalnici i Zletovskoj Reci, u 
lipnju 2015. godine. Na jetrima i ńkrgama vardarskih klenova uzorkovanih 2015. godine 
ponovljena su razdvajanja pomoću SEC200-HPLC-a i SEC75-HPLC-a te odreĊivanje profila 
raspodjele pomoću HR ICP-MS-a, radi preciznog definiranja vremena eluiranja odabranih 
biomolekula te prikupljanja frakcija odgovarajućih molekulskih masa za njihove daljnje 
analize. Dobiveni profili raspodjele bili su podudarni s profilima raspodjele definiranima za 
organe vardarskih klenova uzorkovanih u proljeće 2012. godine. Rezultati ovog dijela 
istraņivanja objavljeni su u radovima pod rednim brojem 4 u popisu znanstvenih radova (str. 
71-89). 
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Tekućinska kromatografija visoke djelotvornosti s iskljuĉivanjem po veliĉini (SEC-
HPLC) ĉesto se koristi kao osnovna metoda za razdvajanje metaloproteina i drugih 
biomolekula koje veņu metale/nemetale, a zasniva se na naĉelu molekularnih sita koja 
omogućuju razdvajanje molekula prema njihovoj veliĉini te u manjoj mjeri prema njihovom 
obliku (Szpunar, 2005.). MeĊutim, iskljuĉivom primjenom SEC-HPLC-a kao metode 
razdvajanja ne bismo bili u mogućnosti precizno odrediti molekulske mase biomolekula na 
koje se veņu metali/nemetali u organima riba, jer ona omogućava samo grubo razdvajanje 
biomolekula i pribliņno odreĊivanje njihovih molekulskih masa na temelju usporedbe sa 
proteinskim standardima poznatih molekulskih masa. Za zahtijevan korak preciznije 
karakterizacije te konaĉnog prepoznavanja citosolskih biomolekula, potrebno je primijeniti 
dodatne analitiĉke postupke, poput raznih tehnika spektrometrije masa (npr., MALDI-TOF-
MS i LC-MS/MS), za ĉiju je primjenu potrebno prethodno izolirati biomolekule od interesa. 
No, sama SEC-HPLC metoda nije uvijek dovoljna za razdvajanje i izoliranje tih biomolekula 
sa svrhom njihovog daljnjeg analiziranja pomoću spektrometra masa, jer vińe molekula 
pribliņno jednakih molekulskih masa moņe biti eluirano u isto vrijeme, odnosno moņe doći do 
preklapanja pikova razliĉitih citosolskih biomolekula. Budući da je oĉekivano da će većina 
frakcija izdvojenih pomoću SEC-HPLC-a sadrņavati smjesu vińe citosolskih biomolekula, 
preporuĉljiva je primjena dodatnih tehnika razdvajanja, kako bismo ńto uspjeńnije proĉistili i 
izdvojili biomolekule od interesa. Stoga smo za daljnju karakterizaciju biomolekula koje veņu 
metale u jetrima i ńkrgama vardarskog klena, nakon prvog stupnja razdvajanja pomoću SEC-
HPLC-a, primijenili anionsko-izmjenjivaĉku kromatografiju (AEC-HPLC), koja uz osnovno 
razdvajanje biomolekula na temelju njihovih molekulskih masa doprinosi izdvajanju 
biomolekula od interesa njihovim razdvajanjem na temelju razlike u naboju. Analiza tako 
izdvojenih biomolekula provedena je metodama MALDI-TOF-MS i LC-MS/MS. Iako 
navedene tehnike pruņaju veliki broj mogućnosti u istraņivanjima (Montes-Bayon i sur., 
2003.), ńto je prepoznato u mnogim znanstvenim podruĉjima, primjena istraņivanja specijacije 
metala u stanicama, poznatog i kao metalomika (Szpunar, 2004.), u okolińnim istraņivanjima 
nije joń dovoljno zastupljena. Takva se istraņivanja uglavnom provode u strogo kontroliranim 
laboratorijskim uvjetima, najĉeńće nakon izlaganja samo jednome metalu (Ju i sur., 2011.), 
dok su multielementna istraņivanja u stvarnim okolińnim uvjetima iznimno rijetka (npr., 
Caron i sur., 2018., Rosabal i sur., 2016.; Urien i sur., 2018.). Stoga je primjena opisane 
analitiĉke metodologije u istraņivanju citosolskih biomolekula koje veņu metale u ńkrgama i 
jetrima vardarskog klena iz rijeka izrazito oneĉińćenih metalima omogućila bolji uvid u 
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sudbinu i ponańanje metala u stanicama ciljnih organa tog znaĉajnog bioindikatorskog 
organizma. 
U ovome dijelu istraņivanja, pozornost je bila usmjerena na analize sljedećih biomolekula: 
(1) biomolekula koje u jetrima i ńkrgama vardarskog klena veņu Fe, a razdvajanjem 
pomoću SEC200-HPLC-a bile su eluirane u podruĉju molekulskih masa ~25-50 kDa; 
(2) toplinski stabilnih biomolekula koje u jetrima i ńkrgama vardarskog klena veņu Cd, 
Cu i Zn, a razdvajanjem pomoću SEC200-HPLC-a bile su eluirane u podruĉju 
molekulskih masa ~5-25 kDa te razdvajanjem pomoću SEC75-HPLC-a u podruĉju 
molekulskih masa ~10-30 kDa (vjerojatna metalotioneinska frakcija); 
(3) toplinski stabilnih biomolekula koje u jetrima i ńkrgama vardarskog klena veņu Mo, a 
razdvajanjem pomoću SEC75-HPLC-a bile su eluirane u podruĉju molekulskih masa 
~5-10 kDa.  
 
4.3.1. Biomolekule koje veţu Fe 
Primjenom SEC200-HPLC-a u razdvajanju citosolskih frakcija organa vardarskih 
klenova uzorkovanih 2015. godine, Fe je u jetrima bilo podjednako raspodijeljeno izmeĊu 
dvaju biomolekulskih podruĉja, VMM (180-640 kDa) i SMM (25-50 kDa), dok je u većini 
uzoraka ńkrga Fe bilo raspodijeljeno unutar samo jednog biomolekulskog podruĉja, SMM 
(20-50 kDa). Ovi rezultati u skladu su s prethodnim rezultatima o raspodjeli Fe u jetrima i 
ńkrgama vardarskih klenova uzorkovanih 2012. godine, kao i klenova uzorkovanih u rijeci 
Sutli. Za analize spektrometrijom masa prikupljene su SMM frakcije (20-50 kDa) iz jetara i 
ńkrga vardarskih klenova, koje su se djelomiĉno, u rubnim podruĉjima, preklapale sa SEC200-
HPLC pikovima Cu i Zn. MALDI-TOF-MS analizom potvrĊena je moguća prisutnost Cu,Zn-
superoksid dismutaze u izdvojenim SMM frakcijama, budući da su u njihovim spektrima 
masa zabiljeņeni m/z pikovi koji su odgovarali masenom profilu standarda superoksid 
dismutaze (m/z: 31 kDa, 15,5 kDa (2+) i 7,75 kDa (4+)). 
Sa svrhom proĉińćavanja SMM frakcija ņeljeza i uklanjanja primjesa Cu i Zn, 
proveden je dodatni korak razdvajanja primjenom AEC-HPLC-a. AEC-HPLC ĉesto se 
primjenjuje tijekom izolacije i karakterizacije biomolekula koje veņu Fe nakon poĉetnog 
razdvajanja pomoću SEC-HPLC-a, na primjer u ljudskom serumu (Mestek i sur., 2007.; 
Montes-Bayñn i sur., 1999.; Muniz i sur., 2001.) ili ribama (npr., kalifornijska pastrva, O. 
mykiss; Fago i sur., 2002.). U ovome istraņivanju, primjenom AEC-HPLC-a ostvareno je 
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uspjeńno razdvajanje biomolekula koje veņu Fe od biomolekula koje veņu Cu i Zn, ńto 
upućuje na prednost primjene ove tehnike u postupcima finog razdvajanja biomolekula. 
Za konaĉnu karakterizaciju izdvojenih SMM biomolekula koje veņu Fe, razdvojenih i 
proĉińćenih dvodimenzionalnom kromatografijom, primijenjene su dvije tehnike 
spektrometrije masa, MALDI-TOF-MS i LC-MS/MS. MALDI-TOF-MS spektri u jetrima su 
uvijek pokazivali glavni m/z pik na 15,4 kDa, dok su u nekim uzorcima jetara bila prisutna i 
dva dodatna niņa m/z pika na 31,5 kDa i 46,9 kDa, ńto je najvjerojatnije ukazivalo na spektre 
hemoglobina, s karakteristiĉnim hemoglobinskim monomerima (15 kDa), dimerima (30 
kDa) i trimerima (45 kDa). Iako je hemoglobin protein molekulske mase pribliņno 64,5 kDa, 
on sadrņi ĉetiri polipeptidne podjedinice, pri ĉemu se svaka podjedinica sastoji od α ili β 
polipeptidnog lanca i prostetiĉke skupine hema (Perutz i sur., 1960.). Nańi rezultati za jetra 
podudaraju se s istraņivanjima provedenima na kalifornijskoj pastrvi (O. mykiss), kod koje je 
bilo identificirano pet glavnih α lanaca i ĉetiri glavna β lanca, s rasponom molekulskih masa 
od 15,1 do 16,0 kDa (Fago i sur., 2002.). Yu i sur. (1997.) u analizama ljudske krvi takoĊer su 
uoĉili istovremenu pojavu monomera i dimera nakon razdvajanja hemoglobina pomoću SDS-
poliakrilamidne gel elektroforeze. Sukladno tome, m/z pik na ~15 kDa najvjerojatnije 
odgovara α-lancu ili β-lancu, m/z pik na ~30 kDa vjerojatno odgovara kovalentnom produktu 
α-α, β-β ili α-β povezivanja, dok m/z pik na ~45 kDa vjerojatno odgovara kovalentno 
vezanom trimeru (Yu i sur., 1997.). MALDI-TOF-MS spektri dobiveni za SMM frakcije Fe u 
ńkrgama takoĊer su pokazali jasne m/z pikove na ~15 kDa, koje je moguće pripisati 
hemoglobinskim monomerima. No, opaņeni su i dodatni m/z pikovi na niņim molekulskim 
masama, ńto ukazuje na vjerojatnu prisutnost vińestruko nabijenih biomolekula (na primjer, 
dvostruko nabijenih (m/z: 7,7 kDa; 2+) ili trostruko nabijenih (m/z: 5,1 kDa; 3+)), dok 
istovremeno u ńkrgama pojava multimera nije zabiljeņena. 
Uporabom LC-MS/MS-a i pretraņivanjem baza Mascot sustavom, u prikupljenim je i 
proĉińćenim SMM frakcijama jetara i ńkrga vardarskog klena potvrĊena prisutnost 
hemoglobina. I u jetrima i u ńkrgama identificirana je β podjedinica hemoglobina, dok je α-
podjedinica identificirana samo u jednom uzorku ńkrga. U MALDI-TOF masenom spektru 
ńkrga u kojemu je pronaĊena  podjedinica, pored m/z pika na 15,3 kDa, uoĉena su i dva 
dodatna m/z pika niņih molekulskih masa, 11,3 kDa i 13,5 kDa, za koje se moņe pretpostaviti 
da odgovaraju upravo hemoglobinskoj  podjedinici. Niņa molekulska masa α-podjedinice 
(15,1 kDa) u usporedbi s β-podjedinicom (15,9 kDa) već je i prije zabiljeņena u ljudskom 
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hemoglobinu (Yu i sur., 1997.), kao i hemoglobinu ńtakora (α: 15,3 kDa, β: 16.0 kDa) 
(Fernández-Menéndez i sur., 2018.). 
Nańi su rezultati nedvojbeno potvrdili prisutnost krvi u jetrima i ńkrgama vardarskog 
klena, ńto nije bilo iznenaĊujuće budući da izdvajanju organa i citosolskih frakcija nije 
prethodila perfuzija organa. U uzorcima jetara obiĉno je oĉekivano da dio Fe bude vezan na 
transportni protein transferin (80 kDa; Neves i sur., 2009.). No, kao ńto je vidljivo iz gore 
prikazanih rezultata, u nańem je istraņivanju Fe i u jetrima i u ńkrgama bilo raspodijeljeno u 
podruĉju biomolekula ĉije su molekulske mase bile ili znatno vińe ili neńto niņe od 
molekulske mase transferina. Predominantno vezanje Fe na hemoglobin, a ne transferin, u 
skladu je s nalazima Fernández-Menéndez i sur. (2018.) koji su pokazali da je u crvenim 
krvnim stanicama ńtakora tek 13% ukupnog Fe vezano na transferin. Povezivanje 
dvodimenzionalne tekućinske kromatografije visoke djelotvornosti (SEC-AEC-HPLC) i 
raznih tehnika spektrometrije masa (HR ICP-MS; MALDI-TOF-MS; LC-MS/MS) pokazalo 
se osjetljivim i optimalnim naĉinom detekcije, karakterizacije i identifikacije biomolekula 
koje veņu Fe, kao ńto je već i ranije zabiljeņeno tijekom istraņivanja hemoglobina (Kleinert i 
sur., 2008.).  
4.3.2. Toplinski stabilne biomolekule koje veţu Cd, Cu i Zn 
Razdvajanjem citosolskih frakcija jetara i ńkrga vardarskih klenova uzorkovanih 2015. 
godine primjenom SEC200-HPLC-a zabiljeņeno je vezanje Cd, Cu i Zn u podruĉju NMM 
biomolekula (5-25 kDa), vjerojatno MT, kao i dodatno vezanje Zn u podruĉju VMM (500 
do >600 kDa) i SMM biomolekula (25-300 kDa). Rezultati za Cu odnose se samo na jetrima 
vardarskog klena jer zbog niskih citosolskih koncentracija nije bilo moguće postojećom 
analitiĉkom opremom provesti analize Cu u ńkrgama. Ostvareni rezultati podudaraju se s 
rezultatima o raspodjeli Cd, Cu i Zn u jetrima i ńkrgama vardarskih klenova uzorkovanih 
2012. godine. Uzimajući u obzir znaĉajnu funkciju MT u odrņavanju homeostaze i 
detoksikaciji Zn, Cu i Cd, u daljnjem je tijeku istraņivanja radi prepoznavanja MT izoformi u 
organima vardarskog klena primijenjen dodatni korak razdvajanja NMM citosolskih 
biomolekula (5-20 kDa, dobivenih pomoću SEC200-HPLC-a) na temelju njihovog naboja, 
primjenom AEC-HPLC-a. 
Znanstvenici su u dosadańnjim istraņivanjima utvrdili postojanje razliĉitog broja 
izoformi MT u raznim vodenim organizmima. Tako su kod kalifornijske pasrtve (O. mykiss) 
(Kay i sur., 1986.), morskog jeņinca (Echinoidea) (Wilkinson i Nemer, 1987.) i ońtrige 
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(Ostrea edulis) (Roesijadi i sur., 1989.) opisane dvije izoforme, dok su kod hlapa (Homarus 
gammarus) utvrĊene tri izoforme MT. Istraņivanje MT izoformi moņe znaĉajno doprinijeti 
razumijevanju regulacije esencijalnih elemenata poput Cu i Zn te detoksikacije neesencijalnih 
metala poput Cd u razliĉitim organizmima (Szpunar i Łobiński, 1999). Izoforme MT razlikuju 
se u aminokiselinskom sastavu, ne ukljuĉujući cistein, zbog ĉega imaju razliĉite izoelektriĉne 
toĉke i razliĉitu hidrofobnost, ńto omogućuje njihovo razdvajanje pomoću AEC-HPLC-a. 
AEC-HPLC razdvajanjem NMM biomolekula (5-20 kDa) iz jetara i ńkrga vardarskog klena 
dobivena su dva dobro razdvojena AEC-pika koja su u oba organa imala identiĉna vremena 
eluiranja. Jetreni AEC-pikovi sadrņavali su sva tri analizirana metala (Cd, Cu i Zn), dok je 
AEC-pik u ńkrgama sadrņavao samo Cd, a vezanje Zn u MT-frakciji ńkrga nije bilo 
potvrĊeno. Prvi AEC-pik podudarao se s vremenom eluiranja standardne otopine izoforme 
MT-I, dok se drugi pik podudarao s vremenom eluiranja standardne otopine izoforme MT-II, 
potvrĊujući vezanje Cd, Cu i Zn u jetrima te Cd u ńkrgama na dvije MT izoforme. 
Znanstvenici Duquesne i Richard (1994.) takoĊer su u svojim istraņivanjima u jetrima dviju 
vrsta riba (obiĉni iverak, Limanda limanda, i maloglavi iverak, Microstomus kitt) potvrdili 
postojanje dviju izoformi MT, s dominatnom prisutnońću izoforme MT-II. Nekoliko drugih 
autora takoĊer je izvijestilo o vezivanju Cd za dvije MT izoforme, MT-I i MT-II, u organima 
raznih vrsta riba: u jetrima jegulje (A. anguilla) i iverka (L. limanda) te u jetrima i ńkrgama 
zlatne ribice (Carassius auratus), ņutog soma (Pelteobagrus fulvidraco), bezribice 
(Pseudorasbora parva) i grdobine (Squaliobarbus curriculus) (Giugere i sur., 2006.; Lacorn i 
sur., 2001.; Li i sur., 2018.). Izostanak vezanja Zn na MT u ńkrgama vardarskog klena bio je u 
skladu s nańim prethodnim rezultatima. Uoĉene razlike izmeĊu jetara i ńkrga u vezanju Zn na 
MT ukazale su na moguće razlike u fiziolońkim ulogama izoformi MT u razliĉitim tkivima i 
organima. Iako su u oba organa naĊene obje izoforme, MT-I i MT-II, moguće je da se 
aminokiselinski slijedovi pojedinih izoformi razlikuju izmeĊu organa te tako predstavljaju 
subizoforme MT-I i MT-II svojstvene ńkrgama i jetrima. Stoga je moguće da jetrene 
subizoforme metalotioneina koje sadrņe i Zn i Cu imaju istovremeno ulogu i u detoksikaciji 
nesencijalnih i u pohrani esencijalnih metala te po potrebi mogu posluņiti kao izvor tih metala 
za druge proteine. S druge strane, moguće je da subizoforme MT svojstvene ńkrgama, koje 
sadrņe Cd, a ne sadrņe Zn, imaju prvenstveno ulogu u detoksikaciji. Nadalje, moguće je da te 
MT izoforme uz Cd sadrņe i Cu, ali to nije bilo moguće utvrditi zbog jako niskih citosolskih 
koncentracija Cu u ńkrgama. 
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Za razliku od biomolekula koje veņu Fe, a kod kojih je nakon dvodimenzionalnog 
kromatografskog razdvajanja provedena analiza spektrometrijom masa, NMM biomolekule 
koje veņu Cd, Cu i Zn dodatno smo toplinski obradili prije daljnjih analiza, kao dodatni 
stupanj proĉińćavanja toplinskih stabilnih proteina metalotioneina. Toplinski obraĊeni citosoli 
jetara vardarskog klena razdvojeni su SEC75-HPLC-om te je izdvojena NMM frakcija (10-
30 kDa), koja je nadalje frakcionirana pomoću AEC-HPLC-a, ĉime je potvrĊeno vezanje Cd, 
Cu i Zn na dvije MT izoforme, MT-I i MT-II. Dvije dobivene AEC-frakcije analizirali smo 
pomoću MALDI-TOF-MS-a, kako bismo odredili njihovu toĉnu molekulsku masu i utvrdili 
postoje li uoĉljive razlike u masama MT-I i MT-II izoformi iz jetara vardarskog klena. Na 
temelju dobivenih masenih spektara utvrĊeno je kako obje MT izoforme u jetrima vardarskog 
klena imaju jednaku molekulsku masu od 6,0 kDa, ńto je samo 100-200 Da niņe od 
molekulskih masa standarda MT-I (6,2 kDa) i MT-II (6,1 kDa), koji se meĊusobno razlikuju 
za samo 100 Da. Uzimajući u obzir toĉnost MALDI-TOF-MS instrumenta, kao i mogućnost 
razlika u zasićenju MT ili u sadrņaju specifiĉnih metala vezanih na MT, koji mogu rezultirati 
razlikama od nekoliko stotina Da u masi (Chassaigne i Łobiński, 1998), nańa su istraņivanja 
pokazala da je masa dviju MT izoformi izoliranih iz jetara vardarskog klena podudarna s 
masama analiziranih MT-I i MT-II standarda. Budući da se MT izoforme meĊusobno vrlo 
malo razlikuju u masi (Carpené i Vańák, 1989), oĉigledno ih nije moguće razdvojiti samo 
primjenom SEC-HPLC-a te je vidljiva vaņnost dodatne primjene AEC-HPLC-a, odnosno 
dvodimenzionalnog razdvajanja. Carpené i Vańák (1989.) identificirali su dvije izoforme MT 
(MT-I i MT-II) u jetrima zlatne ribice (C. auratus) koristeći takoĊer anionsko izmjenjivaĉku 
kromatografiju i sekvencioniranje aminokiselina, dok se uporaba dvodimenzionalnog pristupa 
razdvajanju MT (SEC-AEC-HPLC) ĉesto primjenjuje u istraņivanjima razliĉitih vodenih 
organizmima, poput riba iverka (L. limanda; Lacorn i sur., 2001.), babuńke (C. auratus 
gibelio; Goenaga Infante i sur., 2006.), jegulje (A. anguilla; Rodríguez-Cea i sur., 2003.), 
morskog soma (Netuma barba) i bisernog ciklida (Geophagus brasiliensis) (Rodríguez-Cea i 
sur., 2003.) te mekuńaca (Maltez i sur., 2009.).  
Daljnja sliĉnost izmeĊu dviju izoformi MT iz jetara vardarskog klena i dvaju 
standarda (MT-I i MT-II) odnosi se na ĉinjenicu da su i kod jednih i kod drugih u masenim 
spektrima detektirani i niņi pikovi na 12,0 kDa za jetra te 12,3-12,4 kDa za MT standarde, a 
koji vjerojatno odgovaraju MT dimerima. Da osim MT izoformi postoje i MT varijante 
razliĉitih molekulskih masa, odnosno monomeri (10 kDa, MT-10) i dimeri (20 kDa, MT-20), 
potvrĊeno je u prijańnjim istraņivanjima na raznim organizmima, i to na ribama 
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(mozambiĉkoj tilapiji (Oreochromis mossambicus), Chan, 1994.; Wu i sur., 1999.; vrsti iz 
reda Somovki (Heteropneustes fossilis), Chatterjee i Maiti, 1987.; morskoj maĉki bljedici 
(Scyliorhinus canicula), Hidalgo i sur., 1988.), na ńtakorima (Hidalgo i sur., 1988.), na 
ńkoljkańima (ońtrigama (O. edulis), Fowler i sur., 1986.; dagnjama (Mytilus 
galloprovincialis), Frazier i sur., 1985.; Ivanković i sur., 2002.) i na puņevima (Gastropoda) 
(Langston i Zhou, 1978.). 
Toplinski obraĊeni citosoli ńkrga vardarskog klena takoĊer su bili razdvojeni SEC75-
HPLC-om te je izdvojena NMM frakcija (10-30 kDa). No, ona nije dalje frakcionirana 
pomoću AEC-HPLC-a zbog nemogućnosti detekcije uslijed prevelikog razrijeĊenja, već je 
provedena izravna analiza pomoću MALDI-TOF-MS-a. U dobivenim masenim spektrima 
NMM frakcije ńkrga zabiljeņena su tri m/z pika, od kojih je najuoĉljiviji bio m/z pik na 4,9 
kDa, koji zbog svoje relativno niske molekulske mase nije djelovao kao da predstavlja pik 
metalotioneina. No, i Maltez i sur. (2009.) su pronańli izraziti pik kadmija na 5,1 kDa 
provodeći istraņivanje na puņu (Marisa cornuarietis). Iako su u poĉetku zakljuĉili kako je ova 
molekulska masa preniska u usporedbi s već klasificiranim metalotioneinima ili 
metalotioneinu sliĉnim proteinima (MLP), analizirajući aminokiselinski slijed ipak su 
zakljuĉili kako je moguće da MLP izoforma na 5,1 kDa odgovara metalotioneinu. U masenim 
spektrima ńkrga vardarskog klena zabiljeņena su i dva manja m/z pika, jedan na 6,2 kDa koji 
odgovara molekulskoj masi standarda MT (6,1-6,2 kDa) te drugi na 3,1 kDa koji se vjerojatno 
odnosi na dvostruko nabijeni molekulski ion MT. Upotreba ovakvog pristupa analizi 
biomolekula primjenom masene spektrometrije nakon samo jednog stupnja razdvajanja 
citosola (SEC-HPLC) oĉito ima svoje nedostatke, budući da ne osigurava mogućnost 
pouzdanog razluĉivanja dviju MT izoformi. No, s druge strane, rezultati dobiveni nańim 
istraņivanjima ukazali su na postojanje razlika MT prisutnih u jetrima i u ńkrgama. Kao prvo, 
nańe otkriće da vezanje Zn na MT u ńkrgama, za razliku od MT u jetrima, nije bilo moguće 
detektirati, u skladu je s otkrićem Noël-Lambota i sur. (1978.) da MT u ńkrgama jegulja (A. 
anguilla), za razliku od MT u jetrima, veņu vrlo male koliĉine Zn i Cu. Ovi su znanstvenici 
takoĊer tvrdili kako MT nije prirodno prisutan u ńkrgama, već njegovu sintezu u ńkrgama 
inducira izloņenost kadmiju (Noël-Lambota i sur., 1978.). Van Campenhout i sur. (2004.) 
primjetili su sliĉnu razliku izmeĊu MT u jetrima i bubrezima ńarana (C. carpio), gdje je samo 
2% citosolskog Zn bilo vezano za MT u bubrezima, a vińe od 30% u jetrima. Razlika izmeĊu 
MT u ńkrgama i MT u jetrima vardarskog klena dodatno je potvrĊena ĉinjenicom da je u 
ńkrgama dominantno prisutna MT izoforma niņe molekulske mase (~5 kDa), uz prisutnost 
vrlo male koliĉine uobiĉajene izoforme MT, molekulske mase 6 kDa.  
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4.3.3. Toplinski stabilne biomolekule koje veţu Mo 
U znanstvenoj je literaturi navedeno kako zasad nije provedena molekularna 
karakterizacija transportera molibdena, niti proteina za pohranjivanje Mo u ribama, kao ni 
genomiĉka i proteomiĉka istraņivanja riba izloņenih molibdenu (Reid, 2011.). Tijekom 
istraņivanja na vardarskim klenovima uzorkovanima 2012. godine, analizom toplinski 
obraĊenih citosola jetara i ńkrga utvrdili smo postojanje toplinski stabilnih citosolskih 
biomolekula koje veņu Mo, molekulskih masa u rasponu 5-10 kDa. Kako su te biomolekule 
zasad neistraņene, cilj nam je bio provesti njihovu dodatnu karakterizaciju u jetrima i ńkrgama 
vardarskih klenova uzorkovanih 2015. godine te je u tu svrhu ponovljeno razdvajanje citosola 
pomoću SEC75-HPLC-a, prije i poslije toplinske obrade. U jetrenim citosolima prije toplinske 
obrade najveći je dio Mo bio raspodijeljen u podruĉju SMM biomolekula (30-140 kDa), dok 
je samo manji dio bio prisutan u podruĉju JNMM biomolekula (5-10 kDa). No, nakon 
toplinske obrade citosola, Mo-SMM pik bio je gotovo potpuno uklonjen, dok je uoĉeno 
izrazito povećanje Mo-JNMM pika, ukazujući na mogućnost da je dio Mo preńao iz SMM 
podruĉja u JNMM podruĉje. Pretpostavka je da se to dogaĊa uslijed raspadanja toplinski 
osjetljivih Mo-SMM proteina u manje, toplinski stabilne molekule jako niskih molekulskih 
masa. Nasuprot tome, Mo je u ńkrgama i prije i poslije toplinske obrade bio vezan na JNMM 
biomolekule (5-10 kDa). Profili raspodjele Mo dobiveni za vardarske klenove iz 2015. 
godine podudarali su se s rezultatima dobivenim za vardarske klenove uzorkovane 2012. 
godine. 
Kako dodatno razdvajanje pomoću AEC-HPLC-a nije bilo moguće provesti zbog 
niskih citosolskih koncentracija Mo, molibdenske JNMM frakcije iz obaju organa (5-10 
kDa) dobivene pomoću SEC75-HPLC-a izravno su analizirane primjenom MALDI-TOF-MS-
a. U masenim spektrima obaju organa bila su prisutna dva jasno razluĉena m/z pika. U jetrima 
je m/z pik najvećeg intenziteta bio zabiljeņen na 8,5 kDa, dok je drugi niņi m/z pik bio 
zabiljeņen na 4,2-4,4 kDa te se vjerojatno radilo o dvostruko nabijenom molekuskom ionu. Za 
razliku od jetre, u ńkrgama je m/z pik većeg intenziteta bio zabiljeņen na 3,3 kDa, dok je niņi 
m/z pik bio zabiljeņen na 8,5 kDa te je odgovarao masi glavnog jetrenog m/z pika. Moguće je 
pretpostaviti kako se biomolekule molekulske mase 8,5 kDa, dominantno prisutne u jetrima, a 
puno manje u ńkrgama, odnose na JNMM biomolekule koje veņu Mo, a koje se u citosolu 
pojavljuju tek nakon toplinske obrade, vjerojatno raspadanjem SMM biomolekula. Nasuprot 
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tome, manje biomolekule na ~3 kDa, dominantno prisutne u ńkrgama, vjerojatno se odnose na 
toplinski stabilne biomolekule koje su prisutne u citosolu ńkrga ĉak i prije toplinske obrade. 
Budući da zbog upotrebe spektrometra masa niskog razluĉivanja, LC-MS/MS analiza s 
naknadnim Mascot pretraņivanjem nije rezultirala definitivnim prepoznavanjem tih dviju 
toplinskih stabilnih biomolekula koje veņu Mo, analize smo prońirili na njihovo sekvenciranje 
koje je trenutno u tijeku. U masenim spektrima u jetrima zabiljeņeno je i nekoliko manjih 
pikova na 6,9 kDa i 9,6 kDa, koji zasad nisu identificirani, takoĊer zbog niskog razluĉivanja 
primijenjenog spektrometra masa.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ZAKLJUĈCI 
 
 
 Zaključci  
  
119  
5. ZAKLJUĈCI 
 
1. Analiziranje raspodjela odabranih elemenata meĊu citosolskim biomolekulama u 
jetrima i ńkrgama dvaju srodnih bioindikatorskih organizama, klena (Squalius 
cephalus) i vardarskog klena (Squalius vardarensis), kombiniranom primjenom 
kromatografskih tehnika i nekoliko tehnika spektrometrije masa provedeno u sklopu 
izrade ove doktorske disertacije predstavlja poĉetni korak u istraņivanju unutarstaniĉne 
sudbine i ponańanja metala u organima riba. Dobiveni rezultati predstavljaju osnovu 
za razvoj novih biomarkera izloņenosti, odnosno toksiĉnih uĉinaka metala.  
2. Primjenom SEC-HPLC-a i HR ICP-MS-a odreĊene su raspodjele esencijalnih 
elemenata Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Se i Zn te neesencijalnih elemenata Cd i Pb meĊu 
citosolskim biomolekulama razliĉitih molekulskih masa u jetrima i ńkrgama klena (S. 
cephalus) iz umjereno oneĉińćene rijeke Sutle i vardarskog klena (S. vardarensis) iz 
makedonskih rijeka pod utjecajem aktivnih rudnika, pri uvjetima niskih i povińenih 
izloņenosti metalima u rijeĉnoj vodi. Od dobivenih se rezultata posebno moņe 
istaknuti sljedeće: 
 raspodjela kobalta predominantno u podruĉju biomolekula visokih molekulskih 
masa (20-410 kDa) te u dva podruĉja biomolekula jako niskih molekulskih 
masa (2-9 kDa i <2 kDa) u jetrima obiju vrsta klena te u ńkrgama klena S. 
cephalus; biomolekule molekulskih masa ispod 2 kDa odgovaraju molekulskoj 
masi kobalamina; 
 raspodjela bakra predominantno u podruĉju biomolekula niskih molekulskih 
masa (~5-40 kDa), ĉija molekulska masa i vrijeme eluiranja odgovaraju MT u 
jetrima obiju vrsta klena te u ńkrgama klena S. cephalus; 
 raspodjela ņeljeza u podruĉju biomolekula visokih molekulskih masa (~140-
700 kDa) koje obuhvaća molekulsku masu feritina, proteina koji sluņi za 
pohranu ņeljeza, te u podruĉju biomolekula srednjih molekulskih masa (~10-80 
kDa) u jetrima i ńkrgama obiju vrsta klena; 
 raspodjela mangana u ńirokom podruĉju molekulskih masa od 2 do 400 kDa, s 
najvećom prisutnońću u podruĉju biomolekula visokih molekulskih masa (~60-
400 kDa) te znatno manjom u podruĉju biomolekula srednjih molekulskih 
masa (~25-85kDa) koje obuhvaćaju i molekulske mase transportnih proteina 
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albumina i transferina, u jetrima obiju vrsta klena i u ńkrgama klena S. 
cephalus; 
 raspodjela molibdena predominantno u podruĉju biomolekula visokih 
molekulskih masa (~60 do >600 kDa), koje obuhvaćaju molekulske mase 
enzima poput aldehid oksidaze, sulfit oksidaze i Fe-Mo flavoprotein ksantin 
oksidaze, te raspodjela manjeg dijela Mo meĊu biomolekulama niskih 
molekulskih masa (~3-12 kDa) u jetrima obiju vrsta klena; 
 raspodjela selena u ńirokom podruĉju molekulskih masa (1-400 kDa), i to 
predominantno vezanog na biomolekule niskih molekulskih masa (20-60 
kDa) i jako niskih molekulskih masa (<5 kDa) u jetrima obiju vrsta klena; u 
ńkrgama obiju vrsta klena većina Se je bila raspodijeljena meĊu 
biomolekulama jako niskih molekulskih masa, ispod 5 kDa, koje obuhvaćaju 
molekulske mase poznatih selenospojeva, selenoneina i selenometionina, koji 
sudjeluju u obrani organizma od oksidativnog stresa; 
 raspodjela cinka u podruĉju biomolekula visokih molekulskih masa (>400 
kDa) i srednjih molekulskih masa (~10-380 kDa) u jetrima i ńkrgama obiju 
vrsta klena te izraņena prisutnost u podruĉju biomolekula niskih molekulskih 
masa (~7-27 kDa), koje odgovaraju molekulskoj masi proteina MT, samo u 
jetrima obiju vrsta klena; samo u ńkrgama klena S. cephalus Zn se pojavljuje i 
u podruĉju biomolekula jako niskih molekulskih masa (<5 kDa); 
 raspodjela kadmija predominantno u podruĉju biomolekula niskih molekulskih 
masa (5-30 kDa), ńto odgovara molekulskoj masi i vremenu eluiranja 
proteina MT u jetrima i ńkrgama obiju vrsta klena;  
 raspodjela olova predominantno u podruĉju biomolekula srednjih molekulskih 
masa (35-240 kDa) u jetrima klena, ńto moņe ukazivati na njegov potencijal 
za toksiĉno djelovanje; manji dio olova bio je raspodijeljen u podruĉju 
biomolekula niskih molekulskih masa (9-20 kDa), ńto odgovara podruĉju 
eluiranja MT.  
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3. Analiza utjecaja razliĉitih razina izloņenosti metalima u rijeĉnoj vodi na njihovu 
citosolsku raspodjelu u jetrima i ńkrgama klena i vardarskog klena pokazala je da 
povećanje izloņenosti ne dovodi do kvalitativnih promjena u raspodjeli tih metala 
meĊu citosolskim biomolekulama. Pri povińenoj izloņenosti dolazi samo do 
kvantitativnih promjena, odnosno do povećanog vezanja pojedinih metala na iste 
biomolekule na koje se veņu i pri niskoj izloņenosti, poput vezanja Cd na MT. 
4. Raspodjela pojedinih metala meĊu citosolskim biomolekulama razliĉita je u jetrima i 
ńkrgama obiju vrsta klenova (S. cephalus i S. vardarensis) ovisno o razliĉitim 
funkcijama organa. Na primjer, ņeljezo je u jetrima većinom vezano na biomolekule 
visokih molekulskih masa, vjerojatno skladińni protein feritin, dok je u ńkrgama to 
vezanje zanemarivo, a većina je Fe vezana na biomolekule srednjih molekulskih masa. 
Nadalje, za cink je u jetrima uoĉeno izrazito vezanje na protein MT koji sudjeluje u 
odrņavanju homeostaze cinka, dok u ńkrgama takvo vezanje nije zabiljeņeno. 
5. Raspodjele metala (Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Se, Zn i Cd) meĊu citosolskim 
biomolekulama pri niskoj i povińenoj izloņenosti usporedive su u dvjema srodnim 
vrstama klena (S. cephalus i S. vardarensis), ńto omogućuje usporedbu rezultata 
dobivenih njihovom primjenom u monitoringu udaljenih slatkovodnih sustava. Manje 
razlike zabiljeņene su za citosolske raspodjele Zn i Cd u jetrima dviju vrsta. Iako je u 
jetrima obiju vrsta klena uoĉeno vezanje Zn i Cd na niskomolekulske biomolekule, 
vjerojatno MT, to je vezanje bilo puno jasnije izraņeno u jetrima vardarskog klena, ńto 
moņda ukazuje na snaņniju sposobnost detoksikacije te vrste ili na prilagodbu uvjetima 
povećane izloņenosti metalima u rijekama oneĉińćenim rudniĉkim otpadom. 
6. Analizom toplinski obraĊenih citosola dvaju organa vardarskog klena primjenom 
SEC-HPLC-a i HR ICP-MS-a potvrĊena je prisutnost toplinskih stabilnih biomolekula 
(~10-30 kDa) koje veņu Cd, Cu i Zn u jetrima te Cd u ńkrgama. UtvrĊeno je i 
postojanje toplinski stabilnih biomolekula vrlo niskih molekulskih masa (10 kDa) 
koje veņu Mo i Se. 
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7. Primjenom dviju tehnika spektrometrije masa (MALDI-TOF-MS i LC-MS/MS) nakon 
dvodimenzionalnog kromatografskog razdvajanja provedeno je precizno odreĊivanje 
molekulskih masa i identifikacija nekoliko odabranih biomolekula koje veņu Fe, Cd, 
Cu, Zn i Mo u jetrima i ńkrgama vardarskog klena: 
 analizom biomolekula srednjih molekulskih masa (~20-50 kDa) koje veņu Fe, 
primjenom MALDI-TOF-MS-a utvrĊena je prisutnost molekulskih iona na 
~15.5 kDa, ~31kDa i ~47 kDa u jetrima, ńto odgovara monomerima, dimerima 
i trimerima hemoglobinskih podjedinica; u ńkrgama je utvrĊena prisutnost 
molekulskih iona i na niņim masama (na ~11 kDa, ~13 kDa i ~15 kDa); 
uporabom LC-MS/MS-a u oba je organa identificirana β podjedinica 
hemoglobina, dok je α-podjedinica identificirana samo u ńkrgama; 
 AEC-HPLC razdvajanjem citosolskih biomolekula niskih molekulskih masa 
(~5-25 kDa) utvrĊeno je vezanje Cd, Cu i Zn u jetrima te Cd u ńkrgama na 
dvije MT izoforme, MT-I i MT-II; 
 toplinski stabilnim biomolekulama niskih molekulskih masa koje veņu Cd 
(~10-30 kDa), primjenom MALDI-TOF-MS-a odreĊena je molekulska masa 
od 6,0 kDa u jetrima te 4,9 kDa u ńkrgama, ńto odgovara literaturnim podacima 
za MT; 
 toplinski stabilnim biomolekulama jako niskih molekulskih masa (5-10 kDa) 
koje veņu Mo, primjenom MALDI-TOF-MS-a odreĊene su molekulske mase 
od 3,3 kDa i 8,5 kDa, pri ĉemu su biomolekule mase 8,5 kDa dominantno 
prisutne u jetrima, a biomolekule mase 3,3 kDa u ńkrgama. 
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7. PRILOZI 
7.1. Dodatne informacije uz rad:  
Krasnići N, Dragun Z, Erk M, Raspor B: Distribution of selected essential (Co, Cu, 
Fe, Mn, Mo, Se, Zn) and nonessential (Cd, Pb) trace elements among protein fractions 
from hepatic cytosol of European chub (Squalius cephalus L.). Environmental Science 
and Pollution Research 20 (2013), 4: 2340-2351. doi:10.1007/s11356-012-1105-8 
 
 
 
Slika 1. Raspodjele Co meĊu biomolekulama razliĉitih molekulskih masa u citosolima jetara 
klenova (S. cephalus) dobivene SEC-HPLC razdvajanjem na koloni Superdex
TM
 200 10/300 
GL i mjerenjem na HR ICP-MS-u. Analizirani uzorci su podijeljeni u tri skupine, prema 
citosolskim koncentracijama Co (ng mL
-1
) u jetrima klenova. Oznaka slike u radu ESI I.  
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Slika 2. Raspodjele Mo meĊu biomolekulama razliĉitih molekulskih masa u citosolima jetara 
klenova (S. cephalus) dobivene SEC-HPLC razdvajanjem na koloni Superdex
TM
 200 10/300 
GL i mjerenjem na HR ICP-MS-u. Analizirani uzorci su podijeljeni u tri skupine, prema 
citosolskim koncentracijama Mo (ng mL
-1
) u jetrima klenova. Oznaka slike u radu ESI II. 
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Slika 3. Raspodjele Mn meĊu biomolekulama razliĉitih molekulskih masa u citosolima jetara 
klenova (S. cephalus) dobivene SEC-HPLC razdvajanjem na koloni Superdex
TM
 200 10/300 
GL i mjerenjem na HR ICP-MS-u. Analizirani uzorci su podijeljeni u ĉetiri skupine, prema 
citosolskim koncentracijama Mn (ng mL
-1
) u jetrima klenova. Oznaka slike u radu ESI III. 
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Slika 4. Raspodjele Zn meĊu biomolekulama razliĉitih molekulskih masa u citosolima jetara 
klenova (S. cephalus) dobivene SEC-HPLC razdvajanjem na koloni Superdex
TM
 200 10/300 
GL i mjerenjem na HR ICP-MS-u. Analizirani uzorci su podijeljeni u ĉetiri skupine, prema 
citosolskim koncentracijama Zn (µg mL-1) u jetrima klenova.  Oznaka slike u radu ESI IV. 
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Slika 5. Raspodjele Cu meĊu biomolekulama razliĉitih molekulskih masa u citosolima jetara 
klenova (S. cephalus) dobivene SEC-HPLC razdvajanjem na koloni Superdex
TM
 200 10/300 
GL i mjerenjem na HR ICP-MS-u. Analizirani uzorci su podijeljeni u ĉetiri skupine, prema 
citosolskim koncentracijama Cu (µg mL-1) u jetrima klenova. Oznaka slike u radu ESI V. 
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Slika 6. Raspodjele Fe meĊu biomolekulama razliĉitih molekulskih masa u citosolima jetara 
klenova (S. cephalus) dobivene SEC-HPLC razdvajanjem na koloni Superdex
TM 
200 10/300 
GL i mjerenjem na HR ICP-MS-u. Analizirani uzorci su podijeljeni u ĉetiri skupine, prema 
citosolskim koncentracijama Fe (µg mL-1) u jetrima klenova. Oznaka slike u radu ESI VI. 
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Slika 7. Raspodjele Se meĊu biomolekulama razliĉitih molekulskih masa u citosolima jetara 
klenova (S. cephalus) dobivene SEC-HPLC razdvajanjem na koloni Superdex
TM 
200 10/300 
GL i mjerenjem na HR ICP-MS-u. Analizirani uzorci su podijeljeni u ĉetiri skupine, prema 
citosolskim koncentracijama Se (ng mL
-1
) u jetrima klenova. Oznaka slike u radu ESI VII. 
  
  
163  
 
 
Slika 8. Raspodjele Cd meĊu biomolekulama razliĉitih molekulskih masa u citosolima jetara 
klenova (S. cephalus) dobivene SEC-HPLC razdvajanjem na koloni Superdex
TM
 200 10/300 
GL i mjerenjem na HR ICP-MS-u. Analizirani uzorci su podijeljeni u ĉetiri skupine, prema 
citosolskim koncentracijama Cd (ng mL
-1
) u jetrima klenova. Oznaka slike u radu ESI VIII. 
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Slika 9. Raspodjele Pb meĊu biomolekulama razliĉitih molekulskih masa u citosolima jetara 
klenova (S. cephalus) dobivene SEC-HPLC razdvajanjem na koloni Superdex
TM
 200 10/300 
GL i mjerenjem na HR ICP-MS-u. Oznaka slike u radu ESI IX. 
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7.2. Dodatne informacije uz rad:  
Krasnići N, Dragun Z, Erk M, Raspor B: Distribution of Co, Cu, Fe, Mn, Se, Zn and 
Cd among cytosolic proteins of different molecular masses in gills of European chub 
(Squalius cephalus L.). Environmental Science and Pollution Research 21 (2014), 23: 
13512-13521. doi:10.1007/s11356-014-3274-0 
 
 
 
Slika 10. Profili raspodjele Co meĊu biomolekulama razliĉitih molekulskih masa u citosolima 
ńkrga klenova (S. cephalus) dobiveni HPLC razdvajanjem na koloni SuperdexTM 200 10/300 
GL i mjerenjem na HR ICP-MS-u. Analizirani uzorci su podijeljeni u dvije skupine, prema 
citosolskim koncentracijama Co (ng mL
-1
) u ńkrgama klenova. Oznaka slike u radu SI-1. 
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Slika 11. Profili raspodjele Cu meĊu biomolekulama razliĉitih molekulskih masa u citosolima 
ńkrga klenova (S. cephalus) dobiveni HPLC razdvajanjem na koloni SuperdexTM 200 10/300 
GL i mjerenjem na HR ICP-MS-u. Analizirani uzorci su podijeljeni u dvije skupine, prema 
citosolskim koncentracijama Cu (ng mL
-1) u ńkrgama klenova. Oznaka slike u radu SI-2. 
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Slika 12. Profili raspodjele Fe meĊu biomolekulama razliĉitih molekulskih masa u citosolima 
ńkrga klenova (S. cephalus) dobiveni HPLC razdvajanjem na koloni SuperdexTM 200 10/300 
GL i mjerenjem na HR ICP-MS-u. Analizirani uzorci su podijeljeni u tri skupine, prema 
citosolskim koncentracijama Fe (µg mL-1) u ńkrgama klenova. Oznaka slike u radu SI-3. 
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Slika 13. Profili raspodjele Mn meĊu biomolekulama razliĉitih molekulskih masa u 
citosolima ńkrga klenova (S. cephalus) dobiveni HPLC razdvajanjem na koloni SuperdexTM 
200 10/300 GL i mjerenjem na HR ICP-MS-u. Oznaka slike u radu SI-4. 
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Slika 14. Profili raspodjele Se meĊu biomolekulama razliĉitih molekulskih masa u citosolima 
ńkrga klenova (S. cephalus) dobiveni HPLC razdvajanjem na koloni SuperdexTM 200 10/300 
GL i mjerenjem na HR ICP-MS-u. Analizirani uzorci su podijeljeni u tri skupine, prema 
citosolskim koncentracijama Se (ng mL
-1) u ńkrgama klenova. Oznaka slike u radu SI-5. 
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Slika 15. Profili raspodjele Zn meĊu biomolekulama razliĉitih molekulskih masa u citosolima 
ńkrga klenova (S. cephalus) dobiveni HPLC razdvajanjem na koloni SuperdexTM 200 10/300 
GL i mjerenjem na HR ICP-MS-u. Analizirani uzorci su podijeljeni u dvije skupine, prema 
citosolskim koncentracijama Zn (µg mL-1) u ńkrgama klenova. Oznaka slike u radu SI-6. 
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Slika 16. Profili raspodjele Cd meĊu biomolekulama razliĉitih molekulskih masa u citosolima 
ńkrga klenova (S. cephalus) dobiveni HPLC razdvajanjem na koloni SuperdexTM 200 10/300 
GL i mjerenjem na HR ICP-MS-u. Analizirani uzorci su podijeljeni u dvije skupine, prema 
citosolskim koncentracijama Cd (ng mL
-1) u ńkrgama klenova. Oznaka slike u radu SI-7. 
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7.3. Dodatne informacije uz rad:  
Krasnići N, Dragun Z, Kazazić S, Muharemović H, Erk M, Jordanova M, Rebok K, 
Kostov V: Characterization and identification of selected metal-binding biomolecules 
from hepatic and gill cytosols of Vardar chub (Squalius vardarensis Karaman, 1928) 
by various techniques of liquid chromatography and mass spectrometry. Metallomics 
(2019), 11: 1060-1078. doi:10.1039/C9MT00036D. 
 
 
 
Slika 17. Raspodjele osam odabranih metala (a - Co, b - Cu, c - Fe, d - Mn, e - Mo, f - Se, g - 
Zn i h - Cd) meĊu biomolekulama razliĉitih molekulskih masa u citosolima jetara ĉetiriju 
vardarskih klenova (S. vardarensis) uzorkovanih u dvjema makedonskim rijekama 
(Bregalnica i Zletovska) (uzorci br. 1, 2, 3 i 4). Profili su dobiveni HPLC razdvajanjem na 
koloni Superdex
TM
 200 10/300 GL i mjerenjem na HR ICP-MS-u. SMM pikovi koji sadrņe 
preteņno Fe (te 26-29 min) i NMM-pikovi koji sadrņe preteņno Cd, Cu i Zn (te 30-34 min), a 
koji su oznaĉeni toĉkastim linijama, prikupljeni su za daljnje AEC-HPLC analize. Oznaka 
slike u radu SI-1. 
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Slika 18. Raspodjele ĉetiri odabrana elementa (a - Fe, b - Se, c - Zn, d - Cd) meĊu 
biomolekulama razliĉitih molekulskih masa u citosolima ńkrga ĉetiriju vardarskih klenova (S. 
vardarensis) uzorkovanih u dvjema makedonskim rijekama (Bregalnica i Zletovska) (uzorci 
br. 1, 2, 3 i 4). Profili su dobiveni HPLC razdvajanjem na koloni Superdex
TM
 200 10/300 GL i 
mjerenjem na HR ICP-MS-u. SMM pikovi koji sadrņe preteņno Fe (te 26-29 min) i NMM-
pikove koji sadrņe preteņno Cd i Zn (te 30-34 min), a koji su oznaĉeni toĉkastim linijama, 
prikupljeni su za daljnje AEC-HPLC analize. Oznaka slike u radu SI-2. 
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Slika 19. SEC200-HPLC kromatografski profil standarda transferina (humani, koncentracija 2 
mg mL
-1
) dobiven snimanjem UV detektorom na 280 nm. Oznaka slike u radu SI-3. 
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Slika 20. Spektri masa dobiveni pomoću MALDI-TOF-MS-a za SMM biomolekule (20-50 
kDa) koje veņu Fe u citosolima jetara (a) i ńkrga (b) vardarskih klenova razdvojene pomoću 
SEC200-HPLC-a, te spektri masa standarda proteina transferina (c) i standarda enzima 
superoksid dismutaze (d). Oznaka slike u radu SI-4. 
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Slika 21. Raspodjele Cd (a, d), Zn (b, e) i Cu (c, f) u jetrima te raspodjele Cd (g, i) i Zn (h, j) 
u ńkrgama meĊu biomolekulama razliĉitih molekulskih masa iz citosola i toplinski obraĊenih 
citosola dvaju vardarskih klenova (S. vardarensis) uzorkovanih u dvjema makedonskim 
rijekama (Bregalnica i Zletovska) (uzorci br. 2 i 5). Profili su dobiveni HPLC razdvajanjem 
na koloni Superdex
TM 
75 10/300 GL i mjerenjem na HR ICP-MS-u. NMM pikovi toplinski 
obraĊenih jetrenih citosola (L-Cd-pikovi), koji su sadrņavali Cd, Cu i Zn (te 21-25 min), a koji 
su oznaĉeni toĉkastim linijama, prikupljeni su za daljnje AEC-HPLC analize. NMM pikovi 
toplinski obraĊenih citosola ńkrga (G-Cd-pikovi), koji su sadrņavali Cd (te 21-25 min), a koji 
su oznaĉeni toĉkastim linijama, prikupljeni su za izravne MS analize. Oznaka slike u radu SI-
5. 
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Slika 22. Raspodjele Mo (a, c) i Se (b, d) u jetrima te Mo (e, g) i Se (f, h) u ńkrgama meĊu 
biomolekulama razliĉitih molekulskih masa iz citosola i toplinski obraĊenih citosola dvaju 
vardarskih klenova (S. vardarensis) uzorkovanih u dvjema makedonskim rijekama 
(Bregalnica i Zletovska) (uzorci br. 2 i 5). Profili su dobiveni HPLC razdvajanjem na koloni 
Superdex
TM
 75 10/300 GL i mjerenjem na HR ICP-MS-u.  JNMM pikovi toplinski obraĊenih 
citosola jetara i ńkrga (te 26-30 min), koji su sadrņavali preteņno Mo (5-10 kDa) te tragove 
Se, a koji su oznaĉeni toĉkastim linijama, prikupljeni su za izravne MS analize. Oznaka slike 
u radu SI-6. 
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Slika 23. Rezultati pretraņivanja Mascot baze: LC-MS/MS identifikacija SMM biomolekula 
koje veņu Fe u citosolu ńkrga vardarskog klena razdvojenih pomoću SEC200-HPLC-a (20-50 
kDa) i proĉińćenih pomoću AEC-HPLC-a. 
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Slika 24. Rezultati pretraņivanja Mascot baze: LC-MS/MS identifikacija SMM biomolekula 
koje veņu Fe u citosolu ńkrga vardarskog klena razdvojenih pomoću SEC200-HPLC-a (20-50 
kDa) i proĉińćenih pomoću AEC-HPLC-a.  
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Slika 24 - nastavak. Rezultati pretraņivanja Mascot baze: LC-MS/MS identifikacija SMM 
biomolekula koje veņu Fe u citosolu ńkrga vardarskog klena razdvojenih pomoću SEC200-
HPLC-a (20-50 kDa) i proĉińćenih pomoću AEC-HPLC-a. 
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Slika 25. Rezultati pretraņivanja Mascot baze: LC-MS/MS identifikacija SMM biomolekula 
koje veņu Fe u citosolu jetara vardarskog klena razdvojenih pomoću SEC200-HPLC-a (20-50 
kDa) i proĉińćenih pomoću AEC-HPLC-a. 
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Slika 25 - nastavak. Rezultati pretraņivanja Mascot baze: LC-MS/MS identifikacija SMM 
biomolekula koje veņu Fe u citosolu jetara vardarskog klena razdvojenih pomoću SEC200-
HPLC-a (20-50 kDa) i proĉińćenih pomoću AEC-HPLC-a. 
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Slika 26. Rezultati pretraņivanja Mascot baze: LC-MS/MS identifikacija SMM biomolekula 
koje veņu Fe u citosolu jetara vardarskog klena razdvojenih pomoću SEC200-HPLC-a (20-50 
kDa) i proĉińćenih pomoću AEC-HPLC-a. 
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Slika 26 - nastavak. Rezultati pretraņivanja Mascot baze: LC-MS/MS identifikacija SMM 
biomolekula koje veņu Fe u citosolu jetara vardarskog klena razdvojenih pomoću SEC200-
HPLC-a (20-50 kDa) i proĉińćenih pomoću AEC-HPLC-a. 
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Slika 27. Rezultati pretraņivanja Mascot baze: LC-MS/MS identifikacija SMM biomolekula 
koje veņu Fe u citosolu jetara vardarskog klena razdvojenih pomoću SEC200-HPLC-a (20-50 
kDa) i proĉińćenih pomoću AEC-HPLC-a. 
  
POPIS KORIŠTENIH KRATICA 
 
 
AEC-HPLC  anionsko izmjenjivaĉka tekućinska kromatografija visoke 
djelotvornosti 
HR ICP-MS spektrometrija masa visoke rezolucije s induktivno spregnutom 
plazmom 
JNMM biomolekule jako niskih molekulskih masa (<10 kDa) 
LC-MS/MS  tekućinska kromatografija - tandemna spektrometrija masa 
MALDI-TOF-MS spektrometrija masa s matricom potpomognutom ionizacijom 
desorpcijom laserskog zraĉenja s analizatorom masa s vremenom leta  
MS spektrometrija masa 
MT metalotionein 
NMM biomolekule niskih molekulskih masa (10-30 kDa) 
SEC-HPLC  tekućinska kromatografija visoke djelotvornosti s iskljuĉenjem po 
veliĉini 
SMM biomolekule srednjih molekulskih masa (30-100 kDa) 
SOD   superoksid dismutaza 
VMM   biomolekule visokih molekulskih masa (>100 kDa) 
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